Incorporación de L-Leucina en Saccharomyces Cerevisiae : Sistemas transportadores en células enteras y protoplastos by Kotliar, Natalio
Incorporación de L-Leucina en Saccharomyces
Cerevisiae : Sistemas transportadores en células
enteras y protoplastos
Kotliar, Natalio
1986
Tesis Doctoral
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
www.digital.bl.fcen.uba.ar
Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar
Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir. Su utilización debe ser acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la
fuente. 
This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source. 
Fuente / source: 
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires
lt!4 IVERSIDAD DE WENOS AIRES 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES 
1 NCWPORAC 1 ON DE L-LEUC I MA EN SACCHARO%IYCES CEREVI S RAE. 
S 1STEMAS TRA~~SPORTADORES EN CELULAS ENTERAS Y PROTOP~ASTOS, 
NATAL I 0  KO7 L 1 AR 
DIRECTOR DE TESIS: DRA, EUGE&IA HI RAMUS 
LUGAR DE TRABAJO: CATEDRA DE QUlM1CA BlGLOGlCA. 
FACULTAD DE MED I C l N A .  
UNi VERSf DAD DE EUEMOS A1RESm 
TESlS PRESENTADA PARA OPTAR A t  TITULO DE 
DOCTOR EN CtENCtAS QUIMICAS 
'I. 
---- 
-ui 
A la D r a .  Eugenia H, Ramos par haberme dado i a  oportuni- 
dad de iniciarme en l a  invest igaci6n c i e n t l f  ica, y quien 
. con su orientaci6n y oportunos consejos hizo  posible i a  
real  izacidn de esta tes is, 
A l  Dr. James R. hiattoon cuya infittencia r e s u f t d  decisi- 
va para m i  desarroi lo en l a  act ividad c i e n t f f  ica. 
A l a Dra, Lucla C. de Bong ioann i For su permanente c s t l -  
m u l o  y col aboracibn, 
A l a  Sra, Irene B, de Ldpez por su incondic ional asisten- 
c i a  tdcnica. 
A Isabel Burgos por su apoyo tCcnico y su indispensable 
part ic ipaci6n en la real izaci6n de este manuscr ito. 
A m is compa6eros de l aborator io y a todos aque 1 i os que 
durante estos afios estuvieron a m i  iado brinddndome su 
apoyo, t a n t o  en el piano cientffico como personal. 
A n i s  padres 
A Debbie 
A Alejandra 
Los resultadas prosentados en esta Tesis han sido pub! icados 
parcialmente en: 
Systems of t- l euc i ne transport into Saccharemyces cerev i s i ae 
protop1 asts, 
. Kot t iar, N. y Rarnos, E.H. Bioch im.Biophys.Acta. 734, 378-380. 
J 983, 
Ref at ionsh ip between ApH and L-l  euc ine transport i n  S,cerev i- 
s iae: 
-
Kotl iar, N. y Ramos, E.H. En redaccibn 
ADP 
AMPc 
ATP 
ATPasa 
A .,+ 
A PH 
AY 
DNP 
DfT 
EDTA 
FHK 
FM A 
GSMAL 1 
JM i 
#T i 
Kd i 
N ; 
NEW 
N FM 
d i fosfato de  adenos  ins, 
3', 5' monofosfato de adenos ins. 
tr i fosfato de adenos ina. 
adcnos ina tr ifosfatasa. 
grad icnte d e  potenc ial el ectroqufrn ico de protones. 
grad iente de pH. 
2,q-d in itrofenol . 
d i t  i o t r e  i t o i  . 
dc ido et i lend i a m  inotetraac6t ico. 
ftai ato dcido de potasio.. 
4c ido f I uoresce fnrnercur iac6t ico. 
glutoti6n m a l e i m i d a  1.  
velocidad mdxima d e  t r a n ~ l o c a c i 6 ~  del sistewas Sim 
concentracidn de L-Ieuc ina necesar i a  para al canzar. 
la mitad de la velocidad mdxima en e l  sistema S;. 
constante de disociacidn det 1 igado del s istema S;. 
concentracidn de s i t  ios de uni6n del sistema S;. 
N-et ilmaleimida. 
N-fenilmaleimida. 

I . I .  Levaduras Saccharomyces sp, de 10s mds 
pequezos, ant iguos y f i e  les serv idorcs 
de I hombre. 
1.2, Las mmbranas cunplen diversas funcio- 
n e s  vitales en la Cisiologfa cefular. 
1.3. El estudio de l a  incorporacidn de nu- 
tr icntes en m icroorgen ismos perm it i6 
un avarice importante en el conoc im iento 
del proceso de transworte. 
1 -4. En bacter ias l as nutr ientes ut i i i zan 
rndltipies sistemas de trensporte espe- 
c f C '  s ICOS. 
1.4.1 . S isterns de 1 a fosfotransferasa. 
1 -4.2. S istemas med iados por prote inas de 
i igado. 
1.4.3. Sistemas acoplados a gradientes i3ni- 
COS. 
1.4.4. Otros sistemas. 
1 . j. En l as i evaduras 10s nutr ientes ut i l izan 
sistenas de transporte especfficos y ge- 
nerafes. 
I . G .  ~<umerosos interrogantes subs isten en e I 
conoc im iento de 10s procesos be trans- 
porte de nutr ientes en levaduras. 
1.7. Objet ivos. 
MATER i A L E S  METOGCS 
2.1. Levaduras. 
2.2. Mantenimiento de tas cepas de levadcra. 
2.3. Condiclones de crecirniento. 
2.4. Curvas de crec irn iento. 
2.5. Suspcns idn de trabajo. Correl acidn entre 
n6me~o de celulas y peso seco. 
2.0. Tecnica de incubacibn. 
2.7. Preparacidn de protopiastos. 
2.8. Coioracibn de PAS. 
2.9 .  Cotoracidn v i t a l  
2.10. Deterrn inac idn de 1-I4c leuc ina intrace- 
tular. 
2.10.1, C61 ut as enteras. 
2.10.2. Protopl astos. 
2.1 1 .  Determinacidn de la radiactividad der 
I as muestras. 
2.1 1 ,  1 ,  CCI ul as enteras. 
2,15 .2, Protopl astos. 
2.12. bkdidas de c o n s ~ o  de oxlgeno. 
2.13, Determinacidn de agua intracelufar. 
2.14. Determ inaci6n de la incorporac ion de 
Bcidos debiles, pH intracelular y APH. 
2-1 5. D iseiio exper imental , 
2,16, Origen y cal idad de Ias drogas util i t =  
das. 
RESULTADOS 
3. Prop iedades del proceso de incorporac i6n 
en cdlul as enkeras. 
3.1 , Las I evaduras S, cerev is i ae cepas J B65 
y J W  incorporan L-Ieucina. 
3.2. E I consumo de D-gl ucosa y etano l est in?;! 
$an l a  incorporacidn de L-leucina, 
3.3. En levaduras con alte carga energetics 
t a incorporac ibn es mayor que en levads 
ras  con baja carga energdt ice. 
3.4. Las c6iulas con alta carga energ4tica 
responden a la presenc ia de sustratos 
oxidabies en el medio de reacci6n. 
3.5. E l  2.4-dinitrofenol inhibe la incorpor~ 
c i6n de am i n06c idos. 
4, Prop iedades de l proceso de entrada en c6- 
t ul as enteras. 
4.1. La meciida de la incorporacibn, a tiempos 
eortos, es l a nred ida del proceso de en- 
trada, 
4.2, E l  estudio cidtico de la translocacidn 
seilal a I a e x  istenc i a de dos si stemas. 
4.3. La L-feucina se une a sitios de fa barre ....
r a  de pemeabit idad para ser transloca- 
da. 
5. Prop icdades de l proceso de incorporac i6n 
en protopl  astos, 
5.1 . Los protopl  astos son cdl ulas de levadu- 
ras  viables desprov is tos de pared cel u- 
l a r  y consecuentemente del espacio p e r i  
pl asmdt ico. 
5.2, Los protopl  astos incorparan L-l  euc ina 
en funcidn del tiempo. 
5.3- La incurporacibn a t iempascortos es l a  
med ida de I a entrada. Se d i s t  inguen una 
e t a p a  do I igado y otra de translocaci6n. 
5.4, E l  estudio c ind t ico  de l a  Cransiocacidn 
en prstop l  astos seAal a 1 a exisCenc i a  de 
dos s i stemas, 
5.5. La L-leucina se une a s i t i o s  de l a  mem- 
brana p I asmat i ca para ser trans1 ocada. 
5 .6 .  La incorporaci6n de L-leucina en proto- 
plastos es sensible al p H  extracelular.  
5.7. Comparacidn entre & I  ulas enteras y 
protopi  astos. 
6 .  Los react  ivos de grupas t iotes perm i ten  
invest isar la local izaeibn de 10s sistemas 
de transporte. 
6.1, La entrada de L-leucina es sensible a 
N-et i l m a t e  imida, sus efectos no resu l tan 
modificados por el d i t i o t r e i t o i .  
6.1-1, Ensayos en protoplastos. 
6. I 2. Ensayos en c6I u ias enteras. 
6-2. La N-feni twale imida tambien es capaz de 
modif icar  Ia entrada de L-leucina, 
6-2.1, Ensayos en protopiastos, 
6.2.2. Ensayos en cdl ul as enteras. 
6,3. Los grupos sensibles a las maleimidas no 
se hallan srientados hacia fa superficie 
externa de l a  cdl ul a, 
6.4- E l  ec ido f 1 uoresce lnmercur ia&t  ico afec- 
ta principalmente e l  1 igado de L-leucina 
por ei  s i sterna S2* I 
6.5. Cos reactivos de grupas t i o l e s  son capa- 
ces de i nh i b i r  l a  ~ e s p i r a c i 6 ~  eelular, 
7. Par t  ic ipac i6n del potenc i a l  de membrana. 
7.1. L Q U ~  relaci6n existe entre el gradien- 
te el ectroqufmico y el transporte de 
nutr icntes en levadura? 
7.2. La difusidn de un dcido ddbi l el inte- 
r i o r  de la d i u l a  permite estimar el 
gradiente de pH. 
cr 'l 
i n a n  La energizaci6n de !as celulas con D- 
siucctsa se tradujo en un aumento de1 
pH intraceiular .  
3.4. En c6lulas si ivestres  el  etanol es ca- 
par de generar un aumento del pH i n t r a  
I 
cetular .  
7.5 .  La cepa mutante 5864 se dist ingue de 
l a  o i l ves t rc  JB65 a l  estudiar e l  cons2 
mo de etanoi. 
7.6. E l  2,4-dinitrofenol y la N-et i lmale i m i  -
da colapsan e l  grad iente de protones. 
CONCLUS I ONES. 
REFERENC I AS. 

1.1. Levaduras Saccharomyces sp, dc 10s m 6 s  pequefios, anti- 
guos y f ieles servidores del hombre. 
-7 
Las levaduras conforman un grupo de mi~roor~anismos 1 
que ha estado ;ntimarnente asaciado at progreso y bienestar ! 
! 
del hombre. Su contrib~cid~ reside en la habil idad que po- i 
I 
seen algunas de ellas, de realizar una rApida y eficiente 
transforn~cid~ de azdcares en alcohol y di6xido de carbono. 
Este aporte, vastamente documentado, se remonta hasta 
10s albores de la civil izacidn, llegando incluso hasta la 
XXI d inastfa de Tebas (2000 a J.C) donde, en excavac iones 
arqueol bg icas, se ha! l aron cl aros indi c ios del desarrol 1 o 
de act ividades de panif icacidn y de fermentacidn de bebi- 
das. La observac i6n m i  croscdp ica de sed imentos conten idos 
en urnas funerarias dest inadas a bebidas, reveleron en dis 
t intas tumbas, la existencia de lo que parecerlan ser, casi 
con segur idad, cc? l u l as de l evaduras (W in l ock, 1920). 
Estos ha1 1 azgos fueron los corn ienzos de l a intensa as 
t iv i dad industr i al que se desarrol I6 hasta nuestros dlas 
y que incluye la cerveceria, la vinerta, la panificaci6n y 
mas rec ientemente l a obtencidn de etanol con fines enerd- 
t ~COS. 
j, i, I",, "7 
@k& importante aporte de l as I evadures el progreso ( 
de la human idad, lo const ituye su ut i l izaci6n, corn orga- 
. 
n i smo, para invest igar I os procesos b ioqutm icos y metabdl1 
cos bbsicos,en las c6lulas vivas, dada su disponibil idad 
como product0 proven iente de I a act i v idad i ndustr i al . --I 
Se atr ibuye al hol and& Leewenhoek el haber sido el 
pr imero en observar l as l evaduras a1 m icroscop io, quien en 
1650 envi6 sus descr ipciones y dibujos a l a Real Sociedad 
de Londres. 
No fue sino hasta l a  printer mitad del siglo X I X ,  que 
se rea l  i zaron sign i f i cat ivos progresos en e l  escl arec im i e ~  
t o  de l a b i o l  ogia de l as l evaduras. A pesar de que, en 1827 
Nennel l fue capaz de p ~ o d u c i r  qulm icamente alcohol a pa r t  ir 
de azCcar, ya que en esa 6poca este proceso no era conside- 
rado como b io lbg ico, y l as l evaduras, invar iablemente asocis 
das a l a  mezcl a de fermentacidn, eran consideradas como ma- 
t e r  i a l  inerte. 
En 1837 Cagniard-Latour demostrd que l as  levaduras de 
cerveza eran cuerpos esf6r icos y pequetlos, capaces de mu1 - 
t i pi icarse por gemac i6n y I t evar a cabo e l  proceso de fer- 
mentaci6n y !as inctuy6 en el re ino  vegetal, Kutzing y 
Schwan apoyaron esta idea y I as denomi naron "Zuckerp i l r" 
(bongo del az6car) de donde proviene e l  nombre Saccharomy- 
ces, 
-
Esta idea ce lu la r  o v i t a l  tst ica planted ser ies contrs 
dicciones en l a  conrunidad c i e n t t f  ica, dando l ugar, en 1838, 
a l a  apar ic idn en 10s Anales de Liebig, de un a r t t cu l o  en 
e l  que se describta a l a  levadura como un animal diainuto, 
su forma se asemejaba a l a  de un aparato de dest i lac i6n y 
era capaz de consumir a d c a r  y excretar e l  "esp t r i tu  del 
vino", mientras que e l  didxido de carbono era inclufdo en 
uns vestcula en forma de bo te t l a  de champaZa, E l  propio 
Liebig, a l  igual que Wholer y Berzel ius, estaba convencido 
de que l a s  levaduras eran una sustancia qulmica inestable, 
"fermentoff, que transm i t f a  su inestabi I idad a l  azbcar, l a  
que se descomponta en a l c o b t  y didxido de carbono. 
La concepc idn v i t a l  tst ica &I proceso ccmenzb a ganar 
aeeptacidn a p e r t i r  de loa trabajos de Pasteur, que dews- 
treron l a  verdadera natwalera de l a  fementacibn, 18%- 
1864. Oebido a sus fracases en conssguir extractos t i h s  
de cbl ul as, capaces $e t~ansfomar arQcar en a! who1 y 
d idxido de carbonof Pasteur mur i6 en 1895 convencido de que 
la fermentacibn sin c6lulas vivas resultaba imposible, Un 
extract0 con esas caracterfst icas fue obten ido por 10s hey 
manos Buchner en 1897, resul tado frecuenternente menc ionado 
coao el nacimiento de la bioqufmica moderna. - 
La posterior simp1 i f i cacidn del proceso de obtenci6n 
de extractos ce l ul ares C O ~ V  i rt i6 a l as l evaduras en un ma- 
ter iei amp1 i amente ut i l i zado en invest i gaci6n. Estos permi 
t ieron a Neubers en 191 2 proponer un esquema Q I  ucol t t  ico, 
verificado mQs tarde por e l  rnismo Neuberg y por Werburg en 
levaduras, 1 uego de 10s trabajos de Meyerhoff y Embden en 
1934 en mGsculo esquel6tic0, 
Tambien en levaduras se hicieron importantes descubri 
m ientos en el conoc i m  iento del proceso resp irator io, Keil in 
1925, y su re1 acidn con el catabol isam oxidat ivo, Warburg, 
1928, 1935, 1938, asf coma el descubriwiento del acetil CoA 
y la descrigcidn del proceso de oxidacidn be 10s dcido gr= 
sos, Lynen 1952, Resultados a los que se debe aiiadir el 
descubr imiento del ATP en 1929 en forma independienZe por 
Fiske-Subarow y Lohmann-Schuster. - ,  
.-, 
Actualmente l as levaduras canti-&m--siiendo uno de 10s ; 
organ isms mils ut i I inados para la invest igacibn en Ias d is- 
tintas areas de la biotogfa y la bioqutmica, y son conside- 
rados como modeios celulares wuy aprupiados para investigar 
10s mecanismos y e l  papet fisiol6gico del transporte de nu- L, 
, 
trientes a trati4s de las membranas celul ares. 
1.2. Las membranas cumplen diversas funciones vitales en la 
f isiolonta celular, 
Se han presentado numrosas ev idenc i as que demuestran 
el papel fundamental cfe las membranas en la organizacidn de 
10s seres vivos. Ya sea que envuelvan a l a  celula 6 que 
del imiten cornpart imientos u organel as en su interior; I le- 
van a cabo importantes funciones celulsres y se asocian 
con procesos a pr  imera vista muy var iados, que resu l  tan 
indispensables para la vida, 
Las membranas otorgan a las c6lulas su individualidad, 
separbndol as del medio que /as rodea. Merced a su permeabi 
lidad, altamente selectiva, la c4iula puede regular su cog 
posici6n idnica y molecular, hecho de vital importancia, 
eobre todo para m i croorgan i smos que se encuentran en med ios 
de composici6n muy variable. 
Las cc? l u1 as eucar iatas cont ienen adem6s membranas in- 
ternas que del im itan organel as como mitocondr ias, cloropi as 
tos, l isosomas y vacuol as, cuya apar icidn ha sido relacio- 
7 
nada con la especializacidn funcional durante el transcurso 
de l a  evoluci6n de las especies. 
Las membranas tambi6n control an el fl ujo de informa- 
c idn entre c6l ul as y cant ienen receptores especff icos para 
est lmulos externos; el mov i m  iento de l as bacter ias (qu imio- 
tax is) ,  la respuesta de 6rganos bl ancos a determinadas hor- 
monas 6 la percepc idn de luz, son claros ejemplos de procesos 
donde el primer evento es la deteccidn de una sefial a nivel 
de la membrana. Alternativarnente, algunas membranas son ca- 
paces de generar sefiales, ya Sean qufmicas 0 electricas, d~ 
sempeAando un papel determinante en la intercomunicacidn cz 
Ademas, 10s dos procesos mds importantes de conversidn 
de energ la en l as cd l u l as, se I 1  evan a cab0 en sistemas I o- 
cat izados en membranes y const itutdos por arreglos ordenadas 
de enzitmas, otras prote inas y I lp idos: en l a fotosfntesis, 
la luz se transforma en energfa de uni6n qulmica y en la 
fosforilaci6n oxidativa, se sintetiza ATP por oxidacidn de 
compuestos quim i cos. 
El interes creciente .de la bioqulmica por la actividad 
de membranas celulares responde a tas inquietudes expuestas 
por Doudoroff y col (1951) y Davis (1956). quienes fueron 
los pr imeros en seiialar fa importancia del problema del coa 
trol del metabol ismo y el crecimiento, as+ cowo l a  coordinz 
c i6n e integracidn de procesos bioqu fmicos en el seno de las 
c6l ul as. iCui4les son las propiedades que hacen de un ser vi-  
viente, una cdiula o una organela, una unidad f isioldgica di- 
ferente del medio? En otras palabras iQue les permite desa- 
rrollar actividades tan distintas de aquellas que se produ- 
cen fuera de el la? 
Es evidente que se requ iere fa ex istenc i a  de una barre- 
ra que envuelva y aisle a Ias ct?lulas del medio; al mismo 
tiempo, para vivir, crecer y reproducirse, cada dlula debe 
cornun icarse con el medio que la rodea para lo cual debe te- 
ner con dste un intercembio aitamente organ izado. 
La membrana debe poseer caracteristicas especiales y 
un claro ejemplo de el lo es el funcionamiento de drganos co- 
mo intestino y r i W n  cuya actividad se basa enteramente en 
procesos de permeab i l idad de mernbrana. 
Si 10s nutrientes que penetran en la ct?lula lo hicieran 
simpiemente por difusibn, se deberta adrnitir que el pasaje 
resuitar fa ide'nt icamente I ibre pare la sal ida, lo que trae- 
rfa graves consecuencias: a) 10s nutrientes a1 entrar y sal ir 
l ibremente al canrarfan un equ i l ibr io y su concentracidn in- 
traceluiar serla igual a la del medio externo, sin embargo, 
en muchos medios natureles i a concentracibn de I a mayorfa de 
10s nu t r  ientes es def i n i t  ivarnente baja, tan baja, que enzi- 
mas que debieran func ionar em t a l e s  condiciones, tendrfan 
L 
una act  iv idad despreciable en vr tud de sus pardmetros cine- 
t icos. b) 10s metabol i t o s  intermed ia r  ios, l ibres en e l  
i n t e r i o r  de l a  cdlula, sa ldr ian fgcilmente del cornparti- 
1 
I - 
rn iento intrace l u l  ar generando un desperd i c  io de mater ia  y 
energta. 
I 
Es decir, la membrana no se l i m i t a  a cumplir una fun- 
/ 
c i6n  pasiva, como una bolsa a t raves de l a  cual l as  m o l 6 c ~  \ 
l as d i funden de acuerdo con sus prop iedades f i s  icoqulm i cas I 
y surge l a  neces idad de considerar l a  ex is tencia de s is te-  1 
mas que func i.2nen act ivamente para captar sustanc ias del / 
med i o  despuds de haber l as reconoc i do. 
Estos s i stemas deben permt ir i a entrada de compuestos 
. '1 
del medio a i a  c6 lu la  , y eventualmente concentrarlos, impi- / 
diendo su sal ida a favor de un grad iente de concentracidn 
Por l o  tanto, l a  funcidn de l a  membrana de separar 10s 
reactantes del medio y asegurar l a  acumulaci6n de metaboli 
t o s  o nut r  ientes s61 o se t l eva  a cab0 s i B s t a  resul t a  se lec 
- /  
t ivamente permdde-, 
La estructura l ipoprote ica de l a  mrnbrana (singer, 
19751, a pesar de las  di ferencias de composicidn ha1 ladas i 
en d i s t  intos t ipos cel ulares, se considera permeable a l  H20 
NH3? C02, Hz y 02 moleculares; en contraste 10s iones como 
+ NHq, HZPO[, ~ a + ,  K+ y H+, 10s am inodc idos y 10s gl lc idos, 
a t rav  iesan l a membrana con d i  f i cul tad. 
La velocidad de d i fus idn a traqes de l a  membrana de 
I 
un gran nGmero de compuestos orgsnicos varfa sistemdt icanen 
t,ecom su_ - estructura qu fnr ica y su voi L I F B ~ ~  asolecul ar (D iamond 
- 
y Wright, 1969), por ejernpl o, e l  etanol 6 I as formas no io- ' 
n i zadas de 1 dc ido prop i6r-1 ico 6 ac6t ico garecen atravesar 
l a  membrana en forrna rap ida (Conway y Downey, 1950, De l a  
PeRa y col  . 1982).  S in embargo, I a inrned iai; ut i I izac i6n 3 
', 
del acetato o e l  p i ruvato por l a  I evadura parecen invoi uccar 
I 
mecanismos especff  icos de t ransporte (Barnett y Kornberg, 
1960; Stoppan i y Ramos, 1964). lamb idn l a _m itocondr i a  
( ~ e h n  inger, : 1964) r e  impeveable s dadores --- o . aceptores A 
-/ 
- 
de e l  ectrones y a l a mayor ._ I _----- fa de l - as .su&aacias. que i nteyv ic 
nen en e l  c i c l o  de 10s Bcidos t r i ca rbox l t  icos como c i t ra to ,  
. - -  - 
---- - _ _ _  - 
alfaeetoglutarato, etc, tos cuales se hal lan en su i n t e r i o r  
.-- 
-- 
- - 
- - 
- - -  
en - concentrac iones miSs-en e l  c i top1 asma. S i 
--- - - - 
---- - 
estas sustanciasse agotan, no se puede restablecer l a  res- 
p i rac idn  por Ia p r 0 v i s i 6 ~  exdgena & estos metabol itos, 
r o  esta s i tuac i6n se r ev i e r t e  por sonicacidn de las mito- 
condr ias, que imp1 ica 1 a pdrdida de su impermeabi l idad por 
l a  ruptura de sus membranas. 
Se han presentado numerosos e jerapl os de permeab i l ' idad 
select iva como f as observac iones en mucosa in tes t  inal con 
d i s t i n t o s  gldcidos y aminodcidos (Crane, 1960; Wilson, 1962; 
Benson y Rampone, I 966). 
Las d i f icu l tades que ha encontrado l a exper imentac idn 
en e l  camp0 det estudio de l a  perweabil idad ce lu ia r  en di- 
ferentes tej idos se pone de men if iesto por I a news idad de 
apl i car  dtodos  r i gurosos corn requ i s  i t o  indispensable para 
evidenciar l a  existencia de d i s t i n t os  s i t i o s  especff icos y 
establecer interacc iones w t i l t  iples y rectprocas en e l  t r a n ,  
por te  de aminobcidos y ardcares (Newey y SIRyth, 1964; Saun- 
ders e lssel bscher, 1945; A l  vsrado, 1966). 
5.3. E l  estudio de l a  inwrporacibn de nut r  ientes en micro- 
organ ismos perm it id un avance importante en e l  corroc i- 
m iento del  proceso de transporte. 
E l  estud i o  del trensporte de nut r  ientes en m icroorga- 
nisrnos es m 8 s  reciente que en t e j  idos animales, s in  embar- 
go, 10s resul  tados presentados en un cor to  t iempo, perm it ie- 
r on  progresos cons iderables en e l  escl arec i m  iento del pro- 
ceso de transporte gracies a l a  conjunci6n de var ios fac- 
tores, 
La obtenc idn del meter i a l  exper imentai en fome s irnple 
y reproducible, y l a  pos ib i l i dad  de a i s l a r  mutantes incap= 
ces de tomar del med io una determinada sustanc ia, han cons- 
i, . 
t i tu fdo  herramientas fundamentales en este estudio. 
Doudoroff y col . f 1951) presenteron evidencies de l a  
i ndependenc i a de 1 as s isternas de transporte, u t  i l i zando 
una rnutante da E.=OI i ,  incapat de crecer en 91 ucosa pero 
capaz de ut i l izar  e f  i c  ientemente ma1 tosa, I a que es h idro- 
I izada a dos molBculas de glucosa para su metabol izacibn, 
La ruptura de 1 as c d i  ul as mostr6 que dstas pose tan I as en- 
zimas necesarias para I levar a cabo l a  degradecidn de l a  
glucosa, dejando en c le ro  que l a  mutancidn afectaba exc ly  
s ivamente el s i sterna de t ransporte de g l  ucosa. 
Un avance decis ivo l o  wrist i tuy6 I a propos i c  i6n de 
Cohen y Wonod, (R ickenberg y cot 1956; Cohen y Monod, 1957) 
del concept0 de p e m ~ a ,  prote ina de membrana con s i t  ios 
de reconocimiento y af in idad comparabies e 10s de l as  enzi 
P - 
m a s *  
A l  igual que bs tas ,  l es  permeasas podrlan ser a l tera-  
- 
das especlf icamente corn c o n ~ e c ~ n c  i a de una mutaci6n, pu- 
didndose demostrar en elgunos casos su naturalera proteica 
y l a  pos i b i l  idad de inducir selectivamente su s tn tes is  
por un dcterrn i nado sustrato o anat ogo (~otman y co I. 1 968) 
Una d i f i c u l t a d  surgida del empleo del t t rmino permea- 
, 
// 
sa es l a tendencia de asurn ir que una sol a prote fna es res- 
ponsabte del proceso de transporte, cuando por e jempl o, pa- 
r a  e l  su l f a t o  en S.typhimurium, parece requer i rse 10s pro- 
dudos  de cuatro genes ( ~ r e ~ f u s s  y Pardee, 1966; Ohta y cot 
1971 ) *  
Por I o tan to  se ha suger ido u t  i f izar  e l  t C r m  ino perme2 
sa para el componente espectf ico y denominar sistema de per, 
/ 
measa a1 complejo en su t o t a l  idad (Kepes y Cohen, 1962). 1 
1.4, En bacter ias 10s nutr ientes u t i l i z a n  mdlt iptes sistemas 
be t ransporte especf f i cos. 
Oesde que se describid !a capacidad de acumutar amino- 
dcidos por S.faecalis (gale, 1947) se han rea l  izado un gran 
nbmero de t rabajos re1 ac ionados con esta o b s e r ~ a c i d n ~  Los 
resu l  tados obten idos se5al aron l a  ex istenc i a  de d i s t  intos 
s i stemas y becan ismos de transporte que se d i s t  inguen PO; 
el t ipo de sus componentes, sus requer i m  ientos energet icos, 
su local  i rac idn y su regul aci6n (postma, 1976; Saier, 1977; 
Roseman y col. 1952; Neu y Heppel, 1966; Argast y Boos, 1979;. 
Kyte, 1981 ), .Log s istemas de t ransporte m6s extensamente . 
estud iados en bacter ias son* e l  sistema de t rsnsldcacidn de 
srupos que requ ieren I a pa r t  i c  ipac idn de la fosfotransfera- 
sa, los sistemas mediados por proteinas de ligado, tos s is -  
temas acoplados a gradientes idnicos y 10s sistemas r e l a c i e  
nados con poros de d i fus i6n  especfficos y proteinas de alta 
afinidad. La util izaci6n de estm sistemas depende del  t ipo  
/-- - 
--
----_ _-  - 
de bacter i a  y del sustrato, el cual _- - -  puede ser kransportack, 
- - -  -- 
oor m d s  de uno de estos sistemas como en e l  easo de fos fa to  
- 
- - - - - - -- 
- - -- 
(~osenbeqj y cot . I 977; Argast y cot . 1978; Schwe izer  y co l  . 
1952), arabinosa   lark y Hogg, 1981; Kolodrubetz y Scheleif, 
1981) galactosa (Darnwalla, 1981; Silhavy y col.  1978), e l  
___I 
gl utrtmato y e 1 aspartato (Fur /ong y Sche l l enber, t 980) o l a 
/ -
x i  iosa (Lam y col . 1980; A h l e m  y col , 1982) demostrando, 
/
l a  f J e x i b i l  idad de l as  bacterias para responder en funcidn 
de sus neces idades a las war iaciones del medio, 
A f  gunos de I os componentes de 1 os s i stemas, como po r  
ejemplo i a s  proteinas de i igado de maitosa o l a  de ribosa, 
o componentes de f s istema de l a fosfotransferasa, pa r t  i c  ipan 
en 1 a qu i m  i o t a x  is  actuando como verdederos qu i m  ioreceptores 
de sus sustratos. 
Se hen est irnedo en a1 rededor de c ien los  d iferentes 
\
s istemas Be transporte en E.col i , f o s  que incl uyendo sus 
genes regulator ios invofucrarlan un diez porciento de la ca 
_____C_- -- -- 
- 
-- - 
pat idad cod i f ioante de su ge 
.- - Esto resalta I a inportan- 
- 
_- - -- 
c ia  que r e v i  s te  para l a d l  ul  a d isponer de un aprop iado s is 
tema de intercambio con e l  medio, Este concepto r ea f  irma l a  1 
Ic 
observacidn de cons iderar a 10s s istemas de transporte como 
l__________l-__----------- -- 
" 7 ~''7 per te  de I as d ist-intas . -_ _.--- v I u t ~ M J - i ~ ~ s , ~ ~ s  quUe coma en* i- 
-"------  -- - 
dades a is i  adas asociadas - -------------.--.-l__--- a l a  funcidn de mmbranas. 
---. -___ _ _  __( 
1,4,1. S istema de I a fosfot ransferasa.  
P r  iaeramente descr i p to  por Rosernan ( 1 9641, i ~ V O  t ucra una 
serie de proteinas de rnembrana, actuatmente bien cdracteri- 
zadas, que l fevan a cab0 l a  incorporaci6n unidirectional de 
var ios arbcares, 10s cuales son fosfor i l ados en su t ranslo- 
cac idn ut i l i zando fosfoenol p i ruvato corn dador de srupo 
fosfato (postma, 1931 ) . 
E s t e  s is tema es un ejemplo de sistemas de transtoca- 
c idn  de grupo, caracterizados por l a  modific- 
del sustrato, s imultbnea con su translocaci6n. Asimismo se 
\ 
.- ...-. 
ha establec ido que este s istema pa r t  i c  ipa en procesos de 
regulaci6n metab61 ica c o m o  represibn- catab6l - -- ica vfa Ah%' - - c  
- 
(Harwood y co la  1 976), modul acidn de I transporte de ardca- 
--- . - 
res  -.-.. que u t  i I izan o t ros  s istemas (D i I 1 s y coi . 1980) y l a ya 
menc ionada pa r t  i c  ipac idn en I a qu in iotax i s    dl er  y Epste i n  
la4,2. Sistemas mediados por proteinas de l igado. 
Estos sistemas se han caracterizado e n  bacterias Gram- 
negat i vast e pa r t  i r de 1 a i s l  am iento de prote inas ' de l igado 
(~nraku,  1968 a, b,c) f iberadas por e l  tratam iento osmdt ico 
descr i p to  por Neu y Heppel (I-966). E s t a s  prote inas son so- 
l ubl es, estan local i zadas en e l  e spac  i o  per ipl aswdt ico y se 
han ha1 lado para un gran ndmero de sus tra tos  cCm9 azBcapes. 
- - -- 
a m  inodcidost iones, gl icerol  . fosfato Y ~ i t e m  ina B( (Ahlem 
- 
- /- - 
- -- 
A A- 
- 
r cot. 1982; ~ r g a s t  y Boos. 1979; H is9 ins y col 1982) Y 
p a r t  i c  ipan como elernentos esenc ia les  en el reconoc imiento 
de un sustrato por su s i s tema de t ransporte* 
Se ha estabtecido que estos sistemas poseen a l t a  a f  ini- 
-6 dad ( ~e l l e rman  y Szmelcrnan, 1974) con Kd 10 - I O - ~ M . ,  Ing 
sustratos no resut t an  mod i f icados q u l m  icaatente durante su 
-I-.-__ _ - --  - 
- _ _ 
--- 
t ransiocaci6n y al canzan r e  I ac iones de concentrac i6n i ntra/ 
- -  4 
extrace1 u l  ar  del orden de 10 (Szmelcman y cot. 1976). 
Los sisternas estdn const i tu idos por . - una -- ser ie  de ~ P O ~  
J / t*as cuyo mecenismo de acci6n se s u e l e  esociar a l  de una!  
'. \ 
ATPasa, requiriando para el transporte la  hidrdl i s i s  & ATP , - 
-- --- - ---- _ - _. 
o a1 91" otro interaediar i o  fos fo r  i t ado. 
Sus componentes me j o r  C O ~ O C  idos s o n  l as respect i vas 
proteinas de ligado, que l legan a cons t i t u i r  e l  t r e i n t a  o 
cuarenta porc iento de 1 as prkte inas l iberadas por e l  t r a -  
tamiento osmdtico en c6 lu las inducidas. 
En var ios casos sus genes estructurales han sido clo- 
nados y algunos, como e l  de l a  arabinosa, l a  gal actosa, l a  
Ieucina o l a  h i s t i d i n a  han sido secuenciados (Maller y col. 
1982; Oxender y col, 1980; Ardesh ir y col. 1981, Mahoney y 
col. 198f)- 
La-rote inas sufmn camb ios confomaciona~es corn con 
J- --- __- -- - 
en ev i denc i a  por med i das de f l uorescenc i a (We iner y Heppel , 
1971), ebsorcidn de i u r  u l t r av i o l e t a  (WC Gowan y col. 1974) 
espectroscopla de resonenc ie &net i ce  nuclear (~ober t son  
y col. 1977) o movil idad e lec t ro fo rd t i ca  (BOOS y col. 1972) 
sug ir i8ndose aue-.p_or:este catubio conformacional -- - e l  sustrato 
/
2_ 
I igordo r esu l t a  inaccesible desde l a  sotuci6n. Tanto para l a  
__ ----- ------ _ _________- 
pro te  ina de t igado de gal actosa como para l a de h i s t  id ina 
se establ ec id, en concordant ie con resul tados obten idos por 
c r i s t a t og ra f f a  de rayos X, (Quiocho y cot.  1979). la ex is -  
tenc ia  de dos dominies globulares con e l  s i t i o  de uni6n del 
sustrato f ocai i zado entre aabos, este s i t  i o  resul t a  ocl ufdo 
cuando se ha1 t a ocupado par su 1 igando especff  ico. 
Las pro te  i nas de l igado poseen ademds o t r o  s it io espe- 
c f f i c o  de unibn, a t rav6s del cual interactcian con alguna de 
las pro te  inas del s i  sterna que se ha1 l an local  i zadas en l a  
mmbrana c itopl asrn8t ica, E s t e  segundo s i t  io se ha1 l a ausente 
en detera inadas mutantes capaces de I igar e l  sustrato pero 
no de translocarlo. 
Se han descr i p to  d i s t  intas prote inas de aembrana ref a- 
c ionadas con estos s ietemes & transporte, siendo t res 
h i s t i d i n a  y maltosa Q, M, P (I+iggins y col. 1982) y F, G 
y K (Shunan y col . 1980 y Shurnan y S i l havy, 1981 ) respec t i  
vamente, hab i6ndose establ ec ido l os genes que l as cod i f i can. 
Entre estas, las proteinas P y K presentan un t r e i n t a  pop- 
c iento de analogfa ( ~ i l s o n  y cot. 1982). E l  conjunto de es- 
t a s  proteinas de rnembrana serfa responsable de l a  captacidn 
del sustrato proven iente de l a prote ina de I igado para su 
t ranslocac i6n, y aunque, se han pastul ado modelos muy apro- 
p iados sobre su func ionam iento, abn quedan al gunos aspectos 
s i n  escl arecer (Shuman, 1982; Cross, 1981 ) . 
1.4.3. Sistemas acoplados a gradientes ibnicos. 
Ademds de I as bornbas p r  i n a r  i as del t ipo de l os s i stemas 
depend ientes de prote inas de l igado, es pos i b l  e reconocer en 
_ _- -- - - - - - .- . 
energfa a t rav6s de gredientes i6nicos,de acuerdo con l a  
--- - - 
t eo r f a  de Mitchel l  (1972). E l  mejor cornprendido de estos s is  -
temas es e l  de l e l actoss en E.col i. Este sistema estd so- 
-- 
-- 
p l  ado al mov iin i e n h  A ionaa H?, def in  i'endo un cotransporte 
- __ 
H+/.I aotosa. Posee s imetrte respecto de l a entreda y aal ida 
del glf icido (~eeather, 1977) y estd const i tu ido  por una sola 
R protefna que operarfa in vivoy presumibt emente como un df-  
E l  s istema fue o r  i g  inaf mente descr ipto par R ickenberg, 
Cohen, But t  i n  y Wonod, 1956, cow "permeasa de gal actbsidos", 
! a cual u t  i l i za e f  icazmente, como sustrato, compuestos _ _ _- - ---- a&--- 
a n i l l o  galactopirandsido - de conf igu~aci6n D, con e l  oxh i d r i l o  
- - - -- - - . - - 
A - 
-- - 
de la posic i6n se is  l ibre. Ye que t a  iactosa result6 e l  g l d -  
cida natural  de meyor afinidad, el sistema fue denominado 
"I ac permeasa". 
E l  gen de l a  lac  permeasa, LAC Y, pertenece al lac  oper6n 
/- 
que ha sido cxtensarnente estudiodo ( M i l l e r  y ReznEkoff, 
1978). E l  producto del gen LAC Y fue iden t i f i cado  por  Fox 
Y Kennedy (1965, 1969)%, qu ienes l a  denon inaron p ro te  ina M 
por  ser  una p ro te ina  de nembrana. Esta estaba ausente e n  
mutantes lac Y pero resu l  taba nuevarnente detectabl e en ~ 6 -  
i u f a s  de esta cepa, transformadas con un pl4smida LAC Y 
(Teather y co I. 1 978). 
La p ro te ina  M presents un s i t i o  de I igado para e l  sus 
- C 
t r a t o  sensible a react ivos cie grupos t i o l es  corn N-et i lma- 
1 e irnida, prop iedad que fuera u t  i l i zada para su ai s l  am iento ' 
y pur  i f  icaci6n (FOX y Kennedy 1965; Jones y Kennedy, 1969). 
Poseen adern& un segundo s i t  i o  de unidn para e l  protbn, au- 
sente en mutantes donde una h ist id ina es reempi arada por 
una I i s i na  o una a r ~  i n  i na (Wesk, 1980), desacopi ando e l  trang 
p o r t e  a I a fuerza prot6nmotr iz. Se han ha1 t ado o t r a s  m u t a g  
t e s  que fenot  fp i camente presentan este desacopl e (PI ate y 
S m i t ,  1981) pero I s  mutacidn mapea fuera del gen LAC Y, pri 
pan iendose por  es te  mot ivo 1 a existenc i a  de una p ro te ina  
adic ional  o " fac tor  de acopl am iento energet ico", 
D i s t  intos compuestos t ranspor tab l  es por  e l  s i sterna se 
emplearon c o w  marcadores de a f  i n  idad (Yar i v  y co!. 1972), 
f o t o a f  i n  idad (Kaczorowsk i y co l  . 1 980Iy dans  i l -gal act6s idos  
f l uorescentes (Schul d iner  y col . 1975, 1976) para conocer 
e l  mecan i sno de t ranspor te  de gal actosa por I a pro te  ina M, 
Aportes muy importantes pare e l  conocimiento de estos 
sistemas se consiguieron con el empleo de vesfculas de m e 2  
brana c i top lasmdt ica  de E.col i, en l a s  cuaies se e l  inina 
toda posible in ter ferenc ia  debida a i  metabol ism0 celu iar .  
Recientemente se dernostrd que la fuerza impul sora del trafig 
porte, el grad iente  e lectroqutmico de protones, puede ssr 
generado en vesfcufas por oxtdacibn de dadores de etectrones 
como D-lactato, ascorbato o metasul fato de fenacina.(Ramos 
y col  . 1976; Rantos y Kaback, 1977, 1977a ), Ambos cornponentes 
de esta fuerza protbnnotr i r, el grad iente e l  dc t r  ico, A y  , 
y e l  de concentracidn de protones, A PH, resul tan clarameE 
t e  d i s t i ngu ib les  y pueden medirse y modificarse en forma 
i nde~end iente. 
En vesiculas ener~ izadas se ha observado aumento det 
ndmero de sit ios de l igado (Rudnik y cot 1976) y una modi- 
f i cacidn de l a a f  i n  idad aparente por e l  sustrato (Toc i y 
col . 1980), determ indndose 1 a reducc i6n del KM del trans- 
por te  de l actosa, en aprox imadamente dos drdenes de magn itud, 
por l a imposic idn de una fuerza prot6nmotr i z  de magn i t ud  
f i s i o l6g i ca  (~ober t son  y col. 1980). 
1.4.4. O t r o s  sistemas. 
En membrana externa de bacter i a s  Gram negativas se han 
descripto proteinas de alta afinidad, de las cuales depen- 
den algunos s is temas de transporte como el de l a  vitarnina 
BI2 y el de c ie r tos  complejos de h ie r ro  (Braun y Hantke, 
1981 ). Su fuente energBt ica es el grad iente de protones 
( ~ u g s f e y  y Reeves, 1977) y requ ieren para su funcionamiento 
del producto del gen tan  B (PI astow y Hol  I and, 1979). Su 
func ionamiento no ha s ido aCn debidamente acl arado. 
Tambit?n se ha descr ip to  I a existenc ia  de un transporte 
mediado de d i fus i6n  simple (Sanno y Wilson, 1968) o poro, 
con especif  ic idad por g l  icerol y otros pol ialcoholes I ine= 
l es  pero no para azdcares o poi iaf coholes fosfor  i f  ados, 
Las bacter ias Gram negat ivas presentan adem& una se- 
r i e  de prote i nes denom i nadas "For i n e ~ "  (receptor l anbda, 
OmpC y OmpF en E,coi i) or i g  inalmente descr iptas por Makas 
( 1975). Se han pub1 icado un gran n h e r o  de observac iones 
sobre estas proteinas en re1acibn con su estructura, regu- 
l ac  idn, b ios fntes is, ensambl ado y func iones. ( ~ e v  i s idn: G= 
r a v i t o  y Rosenbusch, 1980) y cuyas caracter ts t  icas se pue- 
den reswn ir de l a  s igu iente manera: a) Presentan estructu- 
ras  ordenadas de t r e s  un idades ;dent icas que interactdan 
con e l  l ipopol isacdr ido y pos i btemente con e l  pdpt id0 g l  i- 
can0 de l a pared ce 1 ul ar  b) No perterecen a un s istema de 
t ransporte en pa r t  icu l art  s iendo bas icamente poros de d i f~ 
s idn para pequefias mol6cul as h i d ro f  f l  icas c) Su stntes i s  
se ha1 t a  regutada por la composicidn qutmica y la presidn 
osmdt ica del rnedio y d) Algunas resu l tan receptores para 
f agos. 
I .  5. En l as l evaduras 1 os nu t r  ientes ut i l izan s isternas de 
transporte espec lf icos y general es. 
Mientras que en las  bacter ias la entrada de un am ino- 
Acido, como l a  val ina, es inhibida s61o por arnino6cidos e= 
tructuralmente re1 acionados, cow is01 euc ina o ieuc ina 
 ohen en, 19561, en f evaduras y en tej idos an i m a t  es se han 
sefial ado numerosos casos de inh i b i c idn de l a entrada de un 
am inodcido por pr&t icamente todos 10s ot ros  am ino&c idos 
(Taylor, 1947; Surdin y col. 1965; De Busk y De Busk, 1965). 
Este hecho muestra que &sde e l  punto de v i s t a  de l a  p e r m e  
b i l idad cle u l arl- I a s  I evaduras presentan s iql i l i tude-s con I as 
- _--- - - - - - -----A 
cdl u l  as de marnlferos, wmparte con estas c6l u l  as i a organi  
- -- A - .  - -- 
zacidn nuclear de su genoma; son orgenismos eucariotas. 
Las I evaduras presentan, como l as bacter ias, ventajas 
para su estud i o  por le f a c i  l idad de su obtenzi6n y l e pos i 
- 
b i l idad de a is1 ar  mutantes que perm i ten  rea l  izar un estud io  
genet ico, re!  ac ;ones de dom inanc ia, reces i v  idad, at  e l  ismo, 
etc. 
E l  intercambio de ideas en estos campos ha sido indu- 
dabtemente f r u c t  t f e ro  en proveer anal ogfes entre l os d is- 
t in tos s istemas de transporte, en marcar sus d i ferenc ias 
y en en fa t i za r  fas l irniteciones del empleo de 10s dist intos 
t ipos cel u l  ares como mater ial de exper imentacidn (€ddy, 
1982). 
/' En levaduras Saccharomyces, del mismo =do que en bas 
I 
t e r  ias y en ot ras  cdl uias, e l  pasaje de nut r  ientes como ic I nes, gldcidos, aminodcidos, etc. a ios cusles l a  estructu-  ra l ip Fd ica de I a membrana resul t a  impermeable, parece re- 
quer ir 1 a presenc i a  de uns ser ie  de transportadores o "ce 
rr iers", permeasas, que perm iten select  ivamente i a incorpo I
rac idn de 10s d i s t  intos sustratos, asurn &dose en general 
sue esa select i v  idad se basa en e l  funcionam iento de pro- 
t e  inas espec f f  icas. m 
Los t rabajos de Gmnson establecieron las bases gene- 
t icas de I a incorporac idn de am ino6c idos por l as l evaduras 
ya que una gran variedad de dstos son incorporados por l a  
c6lula pudiendo cornpet ir entre sf (~a tvo rson  y Gohen, 1958 
Surd in  y co la  1965). Surd i n  en 1965 y poster iomente Gren- 
son y Hennaut detectaron l a existent i a  de un gen reIaciona -
1 - -_ _ - 
do con I a i Rcgporac i6n de cas  i todos 10s am ino6c idos de 
//- ----- 
--- -
- -  - -- . __ _ 
conf iguracibn L o D, y !a denominaron, e este sisterna,"pey 
-- 
- 
- -- --- - 
- 
measa general de am i no& i dos". Esta permeasa es  rep^ i m  i da 
__ A_--- - - - __-.- 
por e l  crec i m  iento de i as  c6l ulas en amonio (6renson y Hou 
- - -  
- 
- - 
1972) mientras que SO ectivided se incremente,por lo menos 
en' un factor de d iez, al ernplearse prof ine o QI utaadato como 
f w n t e  de n itr6geno (&enson y col . 1970). D ist in tos genes 
se han asociado al mecan ismo regut ator i o  de l a  permeasa 
general como e l  gdh A, gl utamato desh idrogenasa NADPH de- 
pend i ente  (~rensan, 1972; Roon y coi . 1975) amc (Rytka, 
1975; Grenson y Acheroy, 1982) Mut 2,  M u t  4, PGR (Grenson 
1983, l983a). - 
E l  empleo de cond i c  iones de repres idn de la permeasa 
general increments la act  i v  idad de ot ras  permeasas, como 
f a  g l  utam ina (Darte y Grenson, 1975) o 1 a pro1 ina (Grenson 
y cot, 1970; Brandr iss  y Magasan ik, 1979), extetadiCndose 
esta observac idn a S, cheval i e r  i (~a~afia-Schwencke y col . 
1973) y se ha suger ido que su desrepres idn invol ucra l a  
slntesis de un mRNA especlf  ico ( ~ u z n a r  y col . 1973). 
Queda c la ro  que en estas wnd ic  iones I a incorporac idn 
de a m  inodc i dos depende de permeasas especf f i cas cumo C a 
de arg in ina y 1 i s ina  (~renson, l966), metionine ( 6 i t s  y 
Grenson, 19671, h i s t  id ina (Crabeel y Grenson, 1970) 6 l as 
dos de am ino6c idos d icarboxi l  icos (Darte y Grenson, 1975). 
Por l o  tanto, en e l  estud io de l a  incorporacidn de 
aminodcidos en c C l  uf as crec idas en ausenc i a  de amon io, se 
observa un aumento de la incorporacidn acompa6ada de una 
aparente p6rdida de especif ic idad debido a l a  act iv idad de 
l a psrweasa genera I, 
Los am inodcidos intracel  ul ares podrtan sal ir a l  resus 
psnderse las  cdlulas en medios l ibres de aminobcidos, no 
obstante, se ha descr ip to  in i c  iatmente para e l  glutamato 
(Taylor, 1949) y conf irmado poster iormente para ot ros am i- 
nodc idos, que e l  t os son tenazmente re ten  idos por la c6l ul a. 
Aunque haya s ido detectado c i e r t o  grado de e f l u j o  para l e g  
c ina (RWQS, 1975) o prof ine (Megaiia-Schwenke, 1973). y en 
algunois cams las Mrdidas de aminodcido in t race lu la r  w 
se hayan a t r  ibufdo def i n  it ivamente a su 'sal ida o a s u  met= 
boi i r a c i d n  (~oodward y C ir i l lo, 19771, l a ve l  oc idad de e- 
f l u j o  fue s iempre mucho menor que l a de i n f  l u j o  ( ~ o t ~ k  y 
co l .  1971; Karst y Jund, 1976; Seaston y c o l a  1976; lndge 
y co l  . 1977) c ~ n s i d e r & ~ d o s e  el proceso de i n f l  u j o  como 
------^--.--. 4 
prAc t  icarnente i r revers ib le .  
A-- -- __ - 2- 
Mds aGn, es imposible detern inar  l a  sal ida de h i s t i d l  
na (crabeel y Grenson, 1970) o sukt ra tos  como a1 antofna 
(~umrada y Cooper, 19771, en contraste con e l  comportam ien- 
t o  de o t r o s  compuestos como urac i  l o  (Jund y col . 1977) o 
c i t o s  i n a  (Cheva 1 l i e r  y co I. 1975)) que pueden ser excreta- 
dos r6p idamcnte por  l a c6 l ul  a en determ inadas cond i c  iones. 
D i s t  in tos fac tores  contr  ibuyen a e s t  a v i r t u a l  irrever 
s i b i l  idad de l a  permeasa en condiciones f i s i o l d g i c a s  (Hun- 
t e r  y Segel, 19751, y se d i s t  inguen pos ib les  controtes el05 
t 6 r  icos de i as permeasas, en r e  l ac idn con e l incremento de 
1 a ~ o n c e n t r a c i 6 ~  intrace! ul ar de su sust ra to  u o t r o  e fec to r  
( ~ u p p o l e t t i  y Segei, 1974) .  
Otra s i t uac i6n  a considerar es que e l  - s ~ t - c a f r ~ r e s u l -  
t e  "secuestrado" por a1 guna organel a y por l o  tanto no re-  
s u l t e  accesible a l a  permeasa desde e l  i n t e r i o r  de l a  c d f ~  
i a. E n  r e l a c i d n  con este hecho se ha cons iderado l a  p a r t  i -  
c ipac idn  de l a  vacuofa, ya que ex is ten  c l a ras  evidencias 
de que " i n  v ivo" se concentran en esta pur  inas, pol i fosfa- 
tos y algunos am inodcidos (W iemkem y DGr r ,  1974; Ureck y 
co l  . 1978; D6rr y cot. 1979). Las observac iones mds rec  i e r  
t e s  indican que sdlo las aminoAcidos bdsicqs s o n  c o n c e n t ~ ~  
-
d o s ~ ~ ~ . l  - a vacwjJ.a, en e l  caso de l a arg in ina dsta I l esa 
--.------ 
a concentrarse airededor de t r e i n t a  veces respecto del c i -  
toso l a Estos resul tados plantearon e I interrogante respec- 
t o  del mecanismo por  el cual se produce la  acumulacibn de 
am inodc idos, E l  a is1 amiento y pur i f  icaci6n de membranas 
de vaeuol a ha p e r m  it ido la preparac idn de vestcul as, med ieB 
t e  l as  cuales se ha estudiado esta i n ~ o r p o r a c i b ~  en pro- 
fundidad, dejando establecido l a  existencia de un proceso 
de t ransporte act  ivo de cal c i o  y am inodcidos, este func io- 
+ 
na como un contratransporte H /sustrato a expensas de la  
d i s  ipaci dn de un grad ie&e de protones, generado por una 
ATPasa 1 ocal izada en la membrana de l a vacuol a, 1 e cual es 
d is t i ngu ib le  de l as  ATPasas mitocondrial y citoptasmdtica 
En levaduras tambidn se ha observado l a  fosforilacidn 
de sustratos trantlsqsqortados como en e l  caso de algunos monz 
. --- - -- / 
sacdr idos ( ~ o s e n b e r ~  y W i l brandt, 1 952), War ios autores 
( ~ i r i l l o ,  1961; Kuo y C i r i l l o ;  Kuo y col, 1970; Kotyk, 1967; 
Kotyk y Michal janicova, 1934) han propuesto que la - glucose 
- 
y l a gal adosa son transportadas ---- por - un mecanj=o_ de d i  fu- 
s i6n f ac i l  itada, en tanto que ot ros autores (Van Steveninck 
u 
1972), han sugerido l a  part ic ipacidn de un siskema fosfor  i- 
- 
-.- -- 
l ante que opera en forma conjunta y que u t  i I i za a 10s pol i -  
_I__4_ - * _  "--- -- 
fos fa tos como dadores del grupo fosfato. Mds a6n, entre 10s 
transporte - de gl ucosa y gal actosa, ex is'ren t a m -  
-I-____ - - - - -  - - 
bien diferencias, e l  primer0 es _-- constitutive (C i r i l l o ,  1968) 
)C - - - - _  __---- 
en -- tan to  que e l  segundo es inducible (KUO y col . 1970) y 
sensible a l a  represi6n por glucosa (Holzer, 1976)- 
A -  
La fructosa, l a  manosa y 1 a x i  Iosa cornparten con i a  g= 
I actosa l a carac ter ls t  ica de que su incorporaci6n estd -91 
fada pot- e l  balance energetic0 ce iu la r  (sols, 1 9 6 7 ) ~  fa  ve- 
l o c  idad de incorporac i6n es mayor en cond iciones anaer6b i- 
cas que en aerbbicas, efecto Pasteur, y se observa que los  
valores de las  constantes de Wiehaelis son mayores en aero- 
b i os i s  que en anaerobiosis o en aerobiosisten presencia de 
d in i t ro feno l  fKotyk, 1967; Serrano y De l a  Fuente, 1974).  
Ten iendo en cuenta 1 os importantes avances surg i dos 
del estudio de l a  incorporacidn de nu t r  ientes en bacter ias, 
coma el caso de 10s requerimientos de prote inas per ip las- 
m a t  icas o 10s s istenas local izados en vesicul as de membra- 
na c i t op l  e s m A t  ice y f a pa r t  i c  ipac idn de grad i a n t e s  i6n icos, 
se efectuaron en levaduras invest igaciones s i m  i l ares a 1 as 
rea l  izadas en bacter ias. a) lncorporacidn en vesfcui as de 
membrana c i t op i  asmat ica. D iversos exper imentos se rea l  iza- 
ron  a pesar de 1 as d if icui tades que presenta e l  a is1 am ien- 
t o  de rnembranas citoplastildticas l ibres de o t r o  t ipo de 
membranas subce f ul ares, as f se han descr ipto preparac iones 
de ves icul ss capeces de t ransportar am i no& idos (Chr isten- 
sen y C i r i l l o ,  1972; Fuhrrna" y cot. 1976; Merkel y cola 
1980), a1 gunas de el I as con a d  i v  idad de ATPasa o r  ientada 
hacia el i n t e r i o r  de tas mimas (~uhrman y col. 1976). bids 
rec  ientemente se ha pub1 icado l a obtenc i6n de veslcui a s  m ix -
tas de membranas c i t op l  asmdt icas y fos fo l  lp  idos ex6genos 
que incorporan glucosa de acuerdo con un mecanismo de d i f ~  
sidn facil i tada (Franzusoff y C i r i i i o ,  1983). t a s  invest i -  
gaciones que perm it irfm conocer e l  proceso de incorporac ibn 
en fomna independiente &i metabol ismo cel ular, no hen 
b r  i ndado hasta e J presente resul tados tan  r e  l evantes corn 
10s obten idos e n  bacter ias. b) Part  ic ipacidn de componentes 
del espacio per ipl asmAt ico. Algunos autores descr ib ieron e l  
aistamiento de prote inas de 1 igadu en el f iu ldo obtenido del 
espac i o  per ipl asmbt ico de i evaduras, por tratam iento de cho -
que osmbt ico, para leucina (Wainer, 1985; Bussey y Iknbarger, 
19701, fenilalanina (Vorisek, 19721, tiamina (Iwashime y 
N ish imura, 1979). pro1 inn (Schwencke y col . 1971 ) y ar- 
ginina o l isine ( ~ ~ k a r o v a  y cot. 1 9 7 5 ) ~  esta dItiea 
prote ina es incapaz de reestablecer el t ransporte en celu- 
l as somet idas a choque osm6t ico, c) I ncorgorac i6n en protz 
p l  astos. E I  estud i o  en protopl astos, cBl ul as 1 ibres de pa- 
r ed  celular,  pcrmite establecer e l  papei d e f i n i t i v o  de l a  
pared ce lu la r  y e l  espacio per iplasmst ico en 10s procesos 
de transporte. Theuvenet y B i ride l s ( I 980) demostra~on que 
I os protopl  astos resul t a n  modelo aprop iado para el estudio 
del transporte de iones y el and1 isis de 10s efectos pro- 
ducidos sobre Bste por m o ~ ~ c u l a s  complejas, corn atgunos 
ant i b  i 6 t  icos, que por su estructura no pueden atravesar la  
pared cel ular. Jeanjean y col  ( 1  982) demostraron en 
C,tropical is  la pQrdida del siseewa de a l t a  afinidad para 
e l  t ransporte de fosfato al  estudiar su t ransporte en pro- 
top lastos y detectaron la I iberacibn a! medio de una pro- 
t e  ina de.. l igado para fosfato, que descr i b ieran previamente 
(Jeanjean y Fournier, l979), a part ir de celulas somet idas 
a1 choque oshdt ico. 
No obstante, 10s parbmetros cindticos, 10s requeri-  
m ientos energet icos, 1 a sens ib i l i dad a detem inados inh ib i 
.I
dores y e l  efecto del pH no se nod i f  icaron a l  estudiar  e l  
t ransporte de guanina en protoplastos de Schizosaccharomyces 
p m b e  ( ~ o u s s e t  y col . 1975). La t iamina (N ish iatura y col  . 
1983) resul  t6 acumul abl e en protopl estos de S. cerevis i ae 
de l a  m isma rnanera que e n  celul as intactas, hecho que su- 
g iere que l a  proteina de l igado de t iemine descripta ante- 
riorinente (lwashima y Nishimure, 1979) no rasu l te  un c o m e  
nente  esenc i a l  del sisteme de transporte. d) P a r t  ic ipacidn 
de 10s gradientes idnicos de raembrana. Para coatprender m e -  
jor el funclonarn iento de las permeasas de levadu~a resulta 
indispensable cons iderer 10s avahces reef izados en ,ios 
estud ios dd mecan i m o  ener@t ico acopl ado. Oe e l  I os, qu i- 
zds e l  rnds importante ha sido l a  demostraci6n de que la 
incorporac i6n de am inodcidos est8 f n t  irnamente asoc iada al 
. -_ __-___ -- _ - 
_ - .- -" _ .,-. - 3  - _^ 4 -"----z 
+ f l u jo  de protones y eventuafmente al de_- . im& (Dav ies 
--- 
y col . 1953; Eddy, 1966; Eddy y Nowack i, 1971 ), generdw 
dose un increment0 en -_C_____-----~_ l a  i n c o r p o r ~ c i d ~  de _ gl _ .- ieina con e l  ___ 
. L 
observac iones perm i t en  cons iderar que l a concentrac i6n de 
am inoQcidos se ' l  leva a cabo a expensas del movimiento de 
estos iones, a favor  de su ~ r a d i e ~ t e  de concentraci6n y 
--- 
se ha sugerido un papel de cotransportador para el prot6n 
-L_ 
- --- 
\ /  - 
y un papel facultative para el potasio (Eddy y col. 1970) 
r-------- 
1_1-.._" -__ --_ 
E s t e  mecanismo se ver if icd tamb idn para o t ros  am inodc idus 
(Seaston y co I, 1973) y d i s t  i ntos sustratos como al fa-me- 
t i I 91 ucds ido (Broklehurst y col  . I 9?7), maltosa (Seaston 
y col 8 1973; Serrano, 1977). fosfato (Cockburn y col . 
1975 ; Roomans y Borst Pawels, 1979). s u l f a t o . . ( ~ o ~ ~ e n s  y 
col  , 1979b), obten igndose resul  tados concl uyentes por e l  
E i  ndrnero de protones que se incorpora con un de te r  
m insdo am inoBci do, como pop ejernplo g w  va r la  entre 
- 
-- - 
uno y dos, pero no se conoce abn l a  causa de esta ~ a r i a -  
ci6n (Eddy, 1978), 1 
Otras evidencias han indicado la  par t i c ipac idn  del 
gradiente a trav6s de l a  membrane en el proceso de incor- 
porac i6n. Por e jempl o, l a  .inh i b ic i6n de l t ransporte de am - i 
nodcidos por e l  din i t ro fenol ,  en c6lulas . . con bajo conteni- 
do de ATP, es consistente con un colapso del gradiente de 
protones (Mitshel l , 1963), el efecto inh i b i to r io  de dis- 
y col. 1980) y la  sensib i l  idad del proceso a l a  accidn de 
inti i b idores de l a ATPasa de rnembrana c ito:>l asmat ica. Esta 
I
enzima ser l a  l a  responsable de l a  generacidn del  gradiente 
- 
i6-a que se observa rep ida extrus i6n de protones por 
I a l evadura con la d ispon i b i l idad de ATP o a1 guna Puente 
de energla como gl ucosa (Serrano, 1977). 
+ Este cotransporte H I sus t ra to  no se observa con glucg 
sa pero se v e r i f  ica con maltosa y otros azQcares, l a  absor 
c idn de maltosa no parece requer ir ATP ya que pers is te  c u a ~  
do l a  respiracidn o l a  g l u c d f i s i s  se inhiben con iodoaceta- 
m ide o 2-desos i g l  ucosa, 
I ndudabl emente, I a respuesta correcta pa ra  e 1 probl ema 
transporte-grad iente de membrana, d e b  surg ir de l as med idas 
de I potenc ial  e l  ectroqufm ico de membrana de i evadura, como 
ha sucedido en bacter ias. Asf, sc ha descr ip to  la- acumul a- 
c idn  de cationes I ipof t l  icos en c61 ul as de levaduras (Vaca -
t a  y.co l .  1981; Boxman y col. 1982) indicando l a  existencia 
de un potenc ial e i e c t r  ico a t ray& de su mernbrana c i top l  as- 
m d t i c a .  E l  ais ianiento y caracterizaci6n de una ATPasa de 
membrana citoplasmdtica ( ~ a t i i e  y cof. 1967; Siayaan y Slay- 
man, 1974; Serrano, 1980) susiere que dsta serfa capaz de 
generar ese gradiente de protones (Serrano, 1977) estando 
a l a vez re1 ac ionada con e l  transporte y acumul ac i6n de io- 
nes como potas i o  y ot ros netabol i tos. 
S i n  embargo, l a  med ida be ios  pardmetros que wnst it2 
yen e l  gradiente electroqufmico de protones y su rel.ac i6n 
con el t ransporte en estas cdl utas, no ha sido def i n i t  iva- 
w n t e  estaclecido (0e la Peiia y eol.  1951; Eddy y col. 1977; 
BarCs y col  . 1980; Serrano, 1980). 
1 -6. Nufflerosos i nter~ogantes subs i sten en el conoc i m  iento de 
10s procesos de t rensporte de nutr ientes en levaduras. 
Son numerosas 1 as e v  idenc ias presentadas que r e f  le j an  01 
l a  compleja maquinaria puesta en marcha por l a  c6lu la  pare 
regul ar  e integrar su metabol i s m o  de acuerdo con 1 as condi 
v 
ciones ambientales, En el pasado, se ha orientado e l  estu- 
d i o  de este contro l sobre 1 a_ e 5  - _ _  
nes,_hab idndose __-- __ cons iderado l a induct idn repF-- 
- _ _ C _ _ / - - -  - --- -.-" 
e 
- - 
s fn tes i s  de d i s t i n t a s  enzimas, corn e l  p r inc ipa l  mecanism 
I 
---- -- 
ce l  ui  ar  que perm i t e  e l  pasaje de una cond ic idn metabdl ica 
- --,. -- :, -- -- -- ---. --- 
e o t r a  y los procesbs de t ransporte han sido considerados, 
- 
s implernente, como e l  medio por el cual l a s  cdl u l  as recoiec- 
tan  metabol i tos  y precursores para su supervivoncia, Una 
v-n s i m p 1  i s t e  --- de este problems, es, a l a 1 uz de 10s 
resultados presentados, poco sat i s fac to r  ia, y e l  s igu i e n t e  
ejempl o pone cl ararnente en evidenc ia  esta observacibn: e l  
agregedo de a l anto lna o uno de sus productos de degradac i6n, 
como fuente de nitrdgeno a un c u l t  ivo de S.cerevisiae, i n d ~  
c.e l a  s fn tes i s  de las enzimas degradat ivas necesar ias pare 
su u t i l  i racibn, S i  a este cu l t i vo  se i e  agrega una fuente 
de nitr6geno m&s aprop iada como ser ina, l a  sfntes i s  de l as 
enz i m a s  degradak ivas de at anto tna se det iene. Este ser l a  
el mecan ismo de control  aprop iado s i  l as enzimas t u v  ieran 
una a l t a  velocidad de recambio, pero este no es e l  case, ya 
que l as c6 l u f as permanecen competentas para degradar a l an- 
totna durante dos a mds generaciones. Un proceso d e f i n i t i -  
vamente d i s t  into se observa a1 estud i a r  f a incorporacidn 
de alantclna; su incorporacifin cae abruptarnente hasta vaio- 
res  i ndetectabf es m inutos despues de agregada l a ser ina, 
demostrando que l o  regulaci6n del transporte resut ta  e l  me_ 
dio preeminente para detener e i  metabol i s m o  de l a  alantofna, 
t r a s  l a  ad ic i6n de una mejor fuente de ni t rbgen~  a1 c u l t  ivo 
(Cooper y Lawther, 1973). 
E x i s t e n  un g r a n  ndmero de s i t u a c i o n e s  camo 6sta que 
ref l e j a n  l a important i a  que los mecanismos de t r a n s p o r t e  
t i e n e n  para l a  cel u l a  y e n  consec l j enc  ia, el desaf!o que l a  
c o m p r e n s  idn y el u c  i d a c i 6 n  de s u  f ~ n c  i o n a m i e n t o  p i  antean 
a la  ciencia en l a  a c t u a l  idad. 
En e l  c a s o  de l as bacter ias este d e s a f f o  ha e n c o n t r z  
do respuestas sat i s factor  ias con una ser i a sustentacidn 
e x p r  imentaf , en canb io en I as l e v a d u r a s  subs isten muchas  
i n c b g n  i t as  a devel ar:  ~ P o r q u C  e x  isten s istemas m d l t  i p l e s  
y espec t f  icos?; ~Que? r e l a c i d n  hey e n t r e  el l o s ? ~ Q u 6  impor- 
t a n c  ia biof d ~ i c a  t i e n e  su f u n c i o n ~  i e n t o ? t C u d f e s  son 10s 
c o m p o n e n t e s  de esos sistemas y cud1 es s u  local izacibn? 
~ C u d l e s  sari 10s r e q v e r  i m  i e n t o s  e n e r g e t  i cos :componentes  de 
a l t a  energfa, grad i e n t e s  idn icos de nembrana  y en este c= 
so cdmo y cudndo  r e g u l a n  l a s  membranas de i e v a d u r a s  la  
p a r t  i c i p a c i d n  dei A ' y  del A pH?. En s d i c i b n ,  a semejanza 
de cdlulas de mamlferos y a d i f e r e n c i a  de l a  g e n e r a l  idad 
e n  bacter ias,iRequ i e r e n  g r a d  i e n t e s  de cat i o n e s  al caf inos?  
A l a r e s p u e s t a  de estas i n t e r r o g a n t e s  deben o r  ientar 
se I as f u t u r a s  i n v e s t  igac iones que  perm i t a n ,  con jun t amen-  
te con los estud ios gendt icos, eskablecer las bases mole- 
cul ares de 10s procesos de transporte. 
I * 7* Ob-jet ivos* 
Los estudios sobre el consumo de sustratos exdgenos 
y end6genos en levaduras Saccharonyces, r e a l  izados por 
Stoppan i A.O.M. y Ramos, E.H., sehal aron l a part i c  ipac idn 
de procesos de incorporacidn y l a  importancia de conocer 
e l  mecanismo de t ransporte de nutr ientes a t ravds de l a  
barrera de permeab i l idad. 
Traba jos poster iores demostraron que l a L - l  euc i na es 
un sustrato aprop i ado para invest i gar l as prop iedades del 
proceso de incorporacidn de aminodcidos dcbido a su ienta 
metabol izacibn. 
A s  i m  ismo, l as i evaduras Saccharomyces cerev i s  iae, por 
poseer un mctabol ismo anaerdbico facultative, ~ e A i t e n  dis- 
c r  irn i nar en cond i c  iones f i s  io ldg icas l os procesos generado- 
res  de energfa aer6bicos o anaerbbicos, l o  que agregado a 
l a pos ib i l idad de obtener mutantes perm i t e  cons iderar i  as 
como organismos m u y  d t  i i e s  para e l  estudio de 10s procesos 
de incorporacicSn. 
En efecto, el empleo de rnutantes citopleslat5t icas rho-, 
def ic ientes resp i ra to r  ias, carentes de un sistema de t rans- 
f e ~ e n c i a  de eiectrones por f a i t a  de citocromos b y a+a3, 
p e r m  it i6 establecer i a u t  i l izaci6n de sustratos metabol izs 
bies en forma anaerdbica e s t r  icta. 
Con el objeto de profundizar en e l  conocimiento de 10s 
procesos de transporte, anal izar 1 as pos i b l  es interacc iones 
entre componentes y sustratos, escl arecer i os requer in ientos 
energdt icos y contr  ibu ir a1 conjunto de Jos modelos postula- 
dos, se decidid estudiar  l a  incorporacidn de L-Jeucina en 
S.cerevisiae cepa s i l ves t re  ~ B 6 5  y 3B64 ntutante def ic iente 
en el translocador ATP/ADP m itocondr iat . 
El empleo de una mutonte como la 5864 permit irA esta- 
blecer cond ic iones intermed ias entre el ddf icit resp irato- 
rio absoluto de las c8lulss rho-, y el metabol ismo aer6bi- 
co de las cdlulas silvestres. 
En la cepa s i l vestre y en esta mutante, capaz de I le- 
var a cabo procesos respirator ios y en la cual se ha1 l a 
restrhgida la provisidn de ATP de la mitocondria a1 citopla= 
ma, se decide invest igar las prop iedades generales del prc 
ceso de incorporacic5n, la participacidn de distintos sis- 
temas transportadores, su caracter i zac idn c indt ica, sus re- 
quer i m  ientos energ& icos, y e I establ ec i m  iento y part ic ipa- 
c i 6n  de grad ientes de potential de membrana en la incorporz 
ci6n de L-leucina. 
As i m  ismo, para conocer l a locai izacibn de ent idades de 
la barrera de permeabil idad se piantean dos t ipos de exper i- 
mentos; indagar I as prop iedades de l a  incorporacidn de L-lez 
c i na en protopi astos l i bres de pared cei ul  ar y espac io per i - 
ptasndtico y !a participaci6n de srupos t i o i e s  de proteinas 
involucradas en la inc0rporaci6~ de 1-leucina,en c6lulas en- 
teras y protopl astos. 
MATER i A t  ES Y MET ODOS 
2,1, tevaduras. 
En e l  presente t r aba jo  se omplearan c6l ules de levadu -
r a  Sacchorom,*ces cerev i s  iae, cepa s i  1 vestrc JB6 j y nutante 
J864, def ic i e n t c  en el t rans!  ocador ATP/ADP m i tocondr iaf, ob -
t e n i d a  B p a r t i r  de l a  cepa s i l v e s t r e  por resistencia at d- 
c ido bongkrdquico (Lanquin y col, 1973). Ambas cepas fueron 
cedidas por  el D r .  J.K. Mattoon (Departanento de Biologfa, 
Un i ve rs  idad de Cai orado, Colorado Spr i n ~ s .  EEUU), 
2.2. bianten irn iento de l as ceDas de levadura. 
Las levaduras enpleadas se conservaron par rep iques p s  
riddicos en v i a l e s  con ta7a a rosca,con%eniendo medio s81i-  
do kJ ikerhan ( 1  951 ) con~uesto  por: 3 g. ex t rac to  de aalta, 
5 c .  dc pepto93 1 10 g.  de ~. lucosa  en I I i t r o  de asua, ptt 51 
agar 30 9; es te r  i l izado en autocl  eve 15 m inutos a I ,  5 atnds -
feras. Las levaduras se mantuvieron a 4-OC.  
2.3. Condiciones de crecirniento. 
Puesto que f a a s  i t a c  i6n y l a aereac idn son dos var ia- 
b l  es importantes determ inantes de 1 a ef i c  ienci  a del crec i- 
miento, 10s c u l t  ivos se real izaron en f rascos Erlennc>er 
conkniendo medio Bikerham l iquido ( s i n  a2ar), en un as i t a -  
dor r o t a t o r i o  N e w  Brunswick modelo G - i O  ( ~ e w  Brunswick 
Scient  i f  i c  Sale. Co. lnc., N. J., EEUU), operando a 200-250 
rpm, a tina temperatura ambiente de 30°C, en c6nara de cut - 
A '  
~ t v o ,  con un volumen de mecfio de c u l t i v o  limitad:, a l  10-15s 
de 1 a capac idad del frasco. 
E l  indcul o sembrado se dejd desarrol l ar  hasta at canzar 
e l  f i n a l  de l a  fase logari*mica de crecimiento. 
Las c6 lu las  fueron cosechadas por cent r i fugac idn a 4% 
en una centr f fuga r e f r  igerada Internat io:>al model o PR-2, 
( I n t e r n a t  i o n a l  Equ ipmen*, Company, Elass., EEUII) y l a v a d a s  
d o s  v e c c s  con  a s u a  rec i e n t e m e n t e  d e s t  i l a d a .  Se r e s u s p e n d  is 
r o n  I u e g o  e n  100-1 2 0  m l  . de a s u a  d e s t  i 1 a d a  y se a y u n a r o n  
d u r a n t e  I a n ~ ~ h e  en c o n d  i c  i o n e s  de aereac i 6 n  c o n s t a n t e .  
C u m ~ l  i d o  el ayuno ,  la s u s p e n s  i b n  f u e  c e n t r  i f u ~ a d a  n u z  
v a n e n t e  a 4OC y se r e p  i t i e m n  l  os I a v a d o s  c o n  a g u a  d e s k  i 1 a- 
da. E l  s e d i r n e n t o  o b t e n  ido c o n s t  i t u q e  I as denom i n a d a s  "celz 
l as a:xinacfasn. 
r )  
~ . 4 .  C v r v a s  de crec i m  i e n t o .  
E l  c a n o c i n i e n t o  b e  l a  c u r v a  de c r e c i m i e n e o  es r e q u e r i  
d a  para 10s e s t u d  ios e x p e r  i r n e n t a l e s ,  p u e s t o  q u e  l as  c o n d i -  
ciones f i s i o l d g  icas cel u l a r e ~  e n  un m e d i o  n u t r  i t i v o  a d e c u s  
d q  v a r f a n  en 10s d i f e r e ~ t e s  e s t a d l o s  d e  c r e c i m i e n t o .  
Los c u l t  i v o s  de l e v a d u r a  e x h  i b e n  u n a  c u r v a  de crec i- 
m i e n t o  caracter i z a d a  par tres fases: a)' fase i n  icial o d e  
i n d u c c i d n  ( fase  l as); 5) fase exponential d e  c r e c i m i e n t o  o 
de 6 i v  is i 6 n  d e  m i c r o o r g a n  i s m o s  a v e i  oc i d a d  c o n s t a n t e  (fase 
l o S ) ;  y c) f a s e  t e r m i n a l  e s t a c i o n a r i a .  
En g e n e r a l ,  el c r e c i r n i e n t o  so s i s u c  n i d i e n d o  l a  t u r -  
b idez d e  s u s p e n s  i o n e s  d e  l e v a d u r a  e n  e s p e c t r o f o t b m e t r o ,  u- 
s a n d 3  d i - F e r e n t e s  1 o n g  i tudes  de o n d a ,  corndnrnente 570, 600 6 
G6C nm, P u e s t o  q u e  i a re1 a c i b n  entre nirmero de c b l  w i  a s  y ah 
s o r b a n c i a  es l i n e a l  e n  un r a n g o  r e d u c i d o ,  es c o n v e n  i e n t e  
u t i  I i z a r  m u e s t r a s  d i  l u l d a s  para l a s  m e d i d a s  t u r b i d i d t r  i- 
casm 
E l  tiempo t r a n s c u r r i d o  e n t r e  l a  d i v i s i b n  d e  u n a  ce? lu ia  
y l a  d i v i s i b n  s i g u i e n t e  se c o n o c e  c o n  e l  nornbre de " t i empo  
de seneracibn", que s i  se observa en un solo organismo fl uc - 
t 6 s  c o n s i d e r a b l e m e n t e  d e  un caso a otro;  s i n  e m b a r g o  e n  una  
poblacidn a p r e c i a b l e ,  como es un c u l t i v o ,  el t i e m p o  t o t a l  
de seneracidn para todos 10s individuos del c u l t  ivo cs ca- 
s i constante y se denon i na "t iernpo de ~ e n e r a c  i6n med io" (G) 
cuya determ inac idn es importante para l a descr i?c idn del 
c rec  ira iento de un n icroorgan isno (Monad, 1949) . 
G puede deter~n i narse s r a f  icanc!o en p a ~ e  l sem i I ogar ft- 
mico el crec in iento  c e l u l a r  (par ejemplo A ) en funcidn 57 0 
del  t iempo y establecer e l  t iempo t ranscur r  ido para que f a  
absorbancia se dupl ique. 
Las ecuac iones b4s icas son: 
de una poblaci6n. 
( 1 )  que da l a  velocidad de aume~to de 
donde: N = n o  de cd lu las  
tb=nO i n i c i a l  de cd lu las  
y =constante especllC ica de crecim iento 
t = t iempo 
por l o  tanto :  
E l  va lo r  d e p  varfa t an to  con e l  t i p o  de rnedio de c u l t i v o  
empl eedo como con I as ca rac te r f s t  icas genet icas de l a I eva- 
dura. 
Para ca lcu la r  G, de dos puntos de l a  curva de c rec i -  
miento en l a  fase exponential N y No: 
Cuando l a  densidad dp t i ca  es usada como medida del n6- 
mcro de c6lulas: 
Proced in ien-to: 
So prepararon in6cul os de suspens i6n de levaduras en 
10 m l  .' de a n ~ r t  iguador fosfa-20 de sod io 0,05 1.1. pH 7, est6- 
ril, con 10s que se senbrd e l  rnedio do c u l t i v o  cuya densidad 
62 t  ica  resu l  t 6  aprox irnadamente 0,005. 
Se tostaron a1 fcuotas as6pt icamente, en func i 6 n  del t i e s  
po y se determ in5 su A o k e n  iendo e l  conjunto de datos 
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que ~ r a f  icados perm i t  ieron e s t a b i  ecer: 
t iempo para a1 canzar 
l a fase estac ionnr i a  
cepa s i l vestre cepa rnutante 
N insuna cepa present6 una curva d idux ica. 
2,5. Sus~ens i6n de t raba jo .  
Correi acidn ent re  nt5nero de cbl  clas y 7eso seco. 
E l  sedirnento de c6t u las  ayunadas se resuspendid en agua 
des t i  lada y se efec-tuaron recuentos en cfimara de Neubauer. 
La concenkrac i6n cef u l  a r  se est im5 d i l uyendo en agua 
una l tcuota de 1 a sus?ens i6n de l evaduras ( 1 : 100) y se l ey6 
?or t u r b  i d  i n e t r t a  en un f o t o o f  orfmetra Crudo Caarnaso (I ab2 
r a t o r  io Crudo Caamaso, 6uenos A ires, Argent i na) empl eando 
f ilkr:, verde. E l  dato obten ido se interpo16 en una ctirva 
standard trazada con concentrac iones conoc idas de suspens i6n 
ce lu lar .  E l  va lo r  de l a  concentracidn asf establec ido se cos 
s ider6  aprox imado, y se constat6 en cada exper imento med inn- 
t c  e l  mc5todo pa t rdn  de ?esada de una aifcuota de t r a b a j o  que 
se see6 e n  cstufa  a 104OC durante 24 hs. 
Cuando se ensayaron 2rotopl a s t o s  la  concentracidn ce- 
l u i a r  se e s t  imd por recuento y se v e r i f  ic6 su contenido en 
p r o t c  i nas por e l  m6todo de towry ( 1951 ) u-k i 1 i zando a l ban i na 
bovina como s tandard .  
2.6. T6cnica de incuhacibnm 
Todos l os exper inentos se l I evaron a cabo a 30°C en un  
ba5o ag i t ador  r o t a k r i o  N e w  B r u n s w i c l c  modelo G-76, con una 
nezcla  de incubacidn cuya composicibn fue l a  s i ~ u i e n k e :  
suspcns idn de i evadcras  o protopl astos (concentracibn nece- 
sar i a  para obtener  I mg. de peso seco de I evaduras o I mg. 
de p r o t e i n a s  de pro top las tos  par  a c e s t r a ) ,  arnorkiguador 
ftalako SciCo de p o t a s i s  ( F H K )  20 mM. pH 4.,5 y las adicio-  
nes que se e s p c i f  ican en cada caso. E l  vol umen f i n a l  de 
esta suspens i6t-1 var id e n  func  idn del nGmero de muestras a 
r) 
~ . 7 .  Preaaracibn de ~ r o t n a l a s t o s .  
Para  l a  preparacibn de pro top las tos  se enpled un mdto -
do b iol dgico, basado e n  I a capac idad de c i e r t a s  enz i m a s  de 
degradar I a pared cei ul  ar de hongos y ievaduras. 
Las c6i ul as de  levaduras  cosechadas e n  l a  f a s e  loga- 
r f t m  ica tardta y i avadas con agua dest i i ada, se resuspend i~ 
ron e n  conoentracidn eprox imade lo9 cel/ml. en sol uci6n a- 
n o r t  iguadora T r  i s -HCI  100 mM pH 8,9 conten iendo d i t h  io- 
thre  i t o f  (DTT) 5 mM. y dc ido et  i len-d ian i n o - t e t r a a d t  ico 5 RIM 
(EDTA). Estas suspensiones se incubaron a 30% durante 30 
m invtos, Poster iornente se centr i fugaron a 4% durante 5- 
10 minutos a 3000 x g en cent r f fuga  Sorval I modelo RC-2B 
(rokor SS 34), e l  sobrenadante se dcscartd y e l  sed imento 
se i avd dos veccs con agua desk i l ada. 
Estas cdl uI  as pretratadas se incubaron a 3G°C, en igual 
concentracibn, con l a en= ina fie1 icasa (I aborator ios 16Fm 
dustr  ie  Biologique Francaise) 1 %  P/V en sol uci6n suplemen- 
tada con estabi  t izador o s m d t  ico sorb i to l  IM. 
La t ransfornacidn de cEluias en protopl astos se s isu i6  
en funcidn del tiempo For d i l uc idn  1:10 & affcuotas de l a  
rnezcla de reaccidn en sgua o sorbitol ,  verif icdndose l a  I i s i s  
de 10s ~ r o t o p l a s t o s  en medio hipoosmbtico, d i luc idn  que no 
afecta l as c61 u l  as enteras, 
A 1  cabo de aprox imadmente $0-45 m inu+os 1 a digest i6n 
se detuvo por centr ifugacidn a 3000 xs durante 5 minutos, 
los grotoplastos dei sediment0 se lavarun 2 veces con sorbi -
to1 1 M. a 0-4"C y se determind e l  porcentaje de c6lulas 
transformadas por recuentu de a1 icuotas d i  1 ufdas, a! te rna t  i- 
varnente, en asua o sorb itoI I bis 
Los protoptastos asf obtenidos se conservaron en f r i o  
(0 -4O~)  hasta su poster i o r  ue i I izac ibn. 
2,$. Coioracidn de PAS. 
La coioracidn de PAS (6cido peryddico be Sch i f f )  se 
r e a l  izd sobre extendidzs de tevaduras enteras y protopias- 
tos. 
10s exkend i dos se f i jaron con carnoy (SC i do ac6t ico- 
etanol -cl  oroforrno 1 : 6 : 3 ) y l uego fueron sumerg idos en 
Sc ido pery6d ico 0.5% durante 5 m inutos. Poster iormente se 
I avaron con agua y se sumergieron en react ivo  de Sch iff 
( f ucs i na bds i ca  reduc ida con anh i d r  ido sui furoso) durante 
5 minutos, ai  cab0 de 10s cuales se lavaron, y una vez secos 
se muntaron con balsam0 de Canadd para su observacidn m i -  
croscbp i ca. 
2,9. Coloracibn v i t a l .  
St.ts;len~iones dc protopl astos de I O' ce1 ulas/nl. en es- 
t a b i l  izador osrndtico sal ino, c loruro de potasio 0,5 M, se 
incubaron a tempcratura awbiente durante 15 ninutos con 0,2 
m l  de sol ucidn de colorante t rypan b i  ue 0,2$ en c ioruro de 
potasio O , 6  Mw 
A! cabo de ese perlodo se efectuaron recuentos cet uia- 
res d i s t  ingu  iendo c6i ulas cot oreadas ( no viables) de no cg 
I oreadas (v i abl es) . 
2.10. Deterninaci6n de L- 1 4 ~  leucina intracelular.  
2-10, I ,  C6f ul as enteras, 
14 Luego de la  adicibn de L- C leucina a l a  mezcla de i n  -
cubacibn, se ext ra jeron a l  Ccuotas de 0,2 mi. que se f i  i t r a ron  
a t ravds de membranas f i l t r an tes  Gelman GA-6 dc 3,45 pt4 de 
poro (Gelman Sciences inc. Michigan, EEUU) y se lavaron in- 
med i atamente 3 veces con  2 m l  . de sol uc idn amort iguadora 
ftal ato Bcido de potasio 20 mN, p14 4,s a O°C. 
E f  procedimiento de toma de muestra y fiitraci6n de l a  m i s -  
Los f i ltros se dejaron secar en gl anchuelas de al umin io  y 
t uego fue codada su radiact ividad, 
2.10.2, Protoplastos. 
Se suspend i eron protopi astos  (aprox inadancnte I mg. de 
prote inas) en a m o r t  iguador f talato dcido de potasio 20 mMw 
pH 4,s conten iendo sorb it01 0.8 W m  y se coiocaran en tubos 
cdn icos Eppendorf de 1,s m l  . de capacidad a 30°C e n  bafio 
t e r m o s t d t  ico con  ag i t ac  idn constante. 
E l  volumen f i na l  de l a  mezcla de reaccidn fue de 0,2 
m i .  incluyendo l a s  d i s t i n t a s  adiciones. 
Los ensayos de incorporaci5n se i n i c i a ron  por e l  agre- 
gado de L-'~c leucina a l a  rnercla de rcacci6n y al c a b  de 
un determ inado in te rva l  o de t i e m p o  l a reacc i6n se detuvo 
por d i l u c i d n  con I m l .  de s o r b i t o i  I M. enf r iado a O°C e ic 
mediata c e n t r i f u ~ a c i d ~  e n c e n t r f f c ~ a  Eppendorf milodelo 5414 
fEppendorf Gersteban Ketheler, Hamburso, Alenan ia), durante 
I nin. 
Los sobrenadantes  se descartaron y 10s sedimentos con- 
teniendo I as ce?i ul as se iavaron t r e s  veces con sorb it01 IM. 
frfo antes de deterrninsr su contenido de radiact iv idad.  
En 10s ensayos en que se estudid el efecto del pH se 
ut i l izb l a m isma sol uc idn amort iguadora ajustada ai  pH que 
se indica en cads caso. 
2.1 1, Determinaci6n de t a  rad iac t i v idad  d c  fas nuestras, 
2.11.1. CCtulas enteras, 
14 La act ividad total de C de l as muestras r e ten  idas en 
ias  mernbranas f i l t r a n t e s  fue determinada en un contador de 
centef leo I fqu ido Tracor Anal yt i c  model o Del ta  300 (Tracor 
Anal yt ic, t l i ino is, EEUU).  
Colocando l as membranas en v i a l e s  con  una mercla cen- 
tel l adora compuesta por: 5 g. de 2,s-difen i loxazol (PPO) y 
50 mg. de p-b is-2-(5-fen i l oxazol i l benceno) (POPOP) por l - i 
tro de to lueno p . a m  
2.11.2, Protoplastos, 
10s sed imentos l avados conten iencb l os protopl astos se 
tomaron 2 veces con 0,25 m l  , de sot uc idn rnetanol -agua 9: l 
y se t r a n s f  ir ieron cuant i ta t  ivamente a v i a les  conten iendo 
j m l ,  de i tqu ido de Bray (Bray, 1960) como rnezcla cente! 1 a- 
dora (PPO 4 g., POPOP 0,2 g., naftaleno 60 s., etilengl icoi 
20 ml . , metan*! 100 nl . y d ioxano hasta conpl etar I 1 i t r o ) .  
Las muestras asf  preparadas se contaron en un contador 
de centelieo Ifquido Tracor Analytic modelo Delta 300. 
2.12. Medidas def const.mo de oxfgeno. 
Para 1 as determ inaciones del consumo de oxfgeno se en- 
p l e 6  un oxfgrafo de G i  lson htedical Electronics (Middletown, 
Viscons i n ,  EEUU) modelo K, en cuya cel da se colocaron suspec 
siones de ievaduras o protoplastos en condiciones andlogas 
a 1 as empieadas en 10s ensayos de incorporacidn de leucina 
(concentrac ibn, pH, temperatura, etc.). 
2,13. Deterninaci6n de agua intracelular. 
Esta determinaci6n se 1 lev6 a cabo por el mdtodo de 
Rottenberg (~ottenber~, 1979) con I igeras mod if icac iones ( ~ e  
la Pefia y c o i .  1982). 
Una suspens i6n ce l ul ar  de 25-30 mS, de peso seco/mI . 
se i n~tjb6 a 30% durante l 5 rn inutos con cl ucosa 5 mM. en a- 
mortiguador Ytalato Bcido de potasio 20 m%. pH 4,5. 0,5 m i .  
de esta suspens idn se d i l  uyeron a1 medio en el rnismo amor- 
tax i-metox i inut ine, New Engi and Nuclear, 33,9 mC ik8, 0 , 2 5  
a 30°C durante 10 rn inutos. 
Una vez concfufda esta incubacidn se tonaron alfcuotas 
de 0,4 nl que se centrifusaron I minuto en ccntrffuga E p g ~  
dorf model o 541 4 (aprox imabamente 10.000 xg). E l  sed imonto 
y el sobrenadante se separaron cuant itat ivamente, 0,02 rnl . 
c5e Oste y el sediment0 en su total idad se C,rataron separa- 
darnente con 1 ml . de dodeci l sul fato de sodio 1 %  durante 
24 hs,al cabo de las cuales se detcrnind el contenido de 3~ 
y I4c  en alfcuotas de 0.4 11., gor centellea 1 tquido con I i- 
quido de Bray como sol ucidn centel ladora, 
A partir de estas deterrninaciones el aeua intracel uiar 
donde : 
V . =  volunen de agua intracelular. 
I 
V = volunren de rtluestrc empieado, F.! 
Losmbfndices o y p indican los contenidos de 'H y 
- 
1 4 ~  en e i sobrenadente y prec ip i tzdo respect ivamente. 
2.14. Deterninacidn de l a  incor~racibn de acidos ddbifos, 
OH intracelulor y aa~. 
La incorporaci6n be dcidos debiles se real iz6 en condi 
.I) 
ciones andjogas a las descriptas para ei  estudio de la in- 
corporacidn de L-'~c ieuc ina en c6l u i  as enteres (aiaort igue- 
dor, f i lkracibn, etc,), reernpi azando el am inodci do por dcido 
prop i6n i co o benzo ico marcados i sotdp i canente con I as s i - 
2u ientes caracterfst icas: 
Act ividad especffica Procedenc i a 
Acido l - I 4 ~  pro- 
p ibn ico. 
Ao ido 2 - 1 4 ~  pro- 
p i b n  ico. 
Ac ido 14C-carbox i I 
benzo ico. 0,5 mC i /mmo I. 
C m N a E m A m  Bs~As. 
Argentina. 
C. E m  A, 
Franc ia, 
En estas deterrn inaciones et f i l trado y 10s t avados se 
recdg ieron en tubos graduados )I se cuant if ic6 su rad iact i- 
vidad por centel leo I fquid:) en al icuotas de 0.1 m l  . A par- 
tir de estos datos se calcul6 la concentraci6n extracelular 
del dcido (c,) y por la radiact iv  idad reten ida en l as rnernbra -
nas f i i trantes sc establec id la concentrac i6n intracel ul  ar 
del lcido (C;), considerando que esta radiactividad se h a l i a  
disuefta en el agua intraceiular, 
Para el  c5lculo de la concentraci6n intraceiufar de 
+ 
protows ( H ~ )  se ut i I izd la siguiente ccuaci6nt 
donde : 
C i  y Ce concentraci6n de especies radiact ivas intra 
>. extrace l u1 ares respect i vamente , 
* He concentrac idn de protones extracel ui  ar, deter 
rn inada por l a sol uc idn amort iguadora. 
Kd constante de disociacidn del dcido (Se asume 
que este valor es el m ismo dentro y fuera de 
A part ir de I a concentrac i6n i ntracel ul ar  de protones 
donde pH, corresponde al va lor  del pH de la sol ucidn amort - i 
~uadora. 
2.1 5, D iseiio e x p e r  imental . 
Para evitar  confus idn en el uso de ciertos term inos y 
en 1 a interpretacidn de 10s resol tados obten idos es conve- 
niente def inir lo que se considera valores de unibn, tranz 
l ocac ibn, entrada e incorporacidn de leucina. 
En todos l os casos To es el t iempo de odi c i6n de 
I.-l4c leucine a i a suspcnsidn de cel ul as ya, en agitaci6n, 
en el baGo de incubaci6n a 30°C. 
Las nuestras que se tornan inmediatarnente despues de T 0 
se denominan muestras a T Estos vaiores representan 10s 0 * 
vai ores de un i6n del am ino&c ido a l a barrera de permeab i l i- 
dad. 
Las nuestras a TM se cons ideran Is expres i6n de otros 
procesos; s i t es mayor de 3 minutos 10s vaiores m n  10s do 
incorporaci6n total dei aainoacido y son el resultado de la 
entrada, acumul ac i6n y sel ida; s i  t es hasta 3 m inutos TO+t 
corresponde a t a entrada, transporte o i nf l ujo y a  que en 
ese interval0 no hay eftujo. 
To-t indica e l  tiempo de una adici6n prev ia  al agregg 
do de L- 14c l euc ina ( p ~ e  i ncubac i6n) .  
En relacidn con l a  condici6n energ6tica de las  c6lulas, 
se ha descr ipto que despu6s de ser cult ivadas, 6sCas se somE 
tieron a ayuno estabieci6ndose asf la condicidn de "c6luias 
con baja carga ener@ticau o "ayunadas". 
En a& ~ U ~ O S  ensayos estas cB1 ul as ayunadas se incubaron 
con sustratos oxidables como giucosa 5 mhi. o etanol 10 mM., 
en sotucidn amort iguadora ftalato de potasio 20 mM. pH 4,5, 
en baiio termostat ico a 30°C durante i 5 rn i nutas,  establec ien- 
dose el estado de "aita carga energ&ticaW oC'cc4lulas energi- 
zadas", En estos cams los sustratos empieados en la ener- 
izaci6n se extrajeron del medio por centr ifugaci6n a 4OC 
en c e n t r f f u g a  Sorvalt mode10 RC-2B durante 5 ninutos a 3000 
xg. Los sobpenadantes se descartaron y 10s sedimentos con- 
teniendo las  c41 ulas se resusgendieron en agua dest i lada y 
se ut i l izaron i nmediatamente en ios ensapos de incorpora- 
c i d n  descr iptos. 
o(-D(+)glucosa, f t a l a t o  de patasio, PPO, tr is, EDTA, albdmi -
na, D-sorb i to l  , L-leuc ina, NEM y FNA; Sigma Chemical Company 
St. Louis, EEUU. 
POPOP; Nuclear Chicago, Mass. EEUU. 
Et i lengl  icol, elianol y dimet i l s u l  fbxido; E. Slerk, Darmstad t ,  
Alemania. 
Ex t rsc to  de ma! ta ,  ex t rac t0  dc levadura, peptona y agar; Difco. 
DBP; B r i t i s h  Drug House Ltd. tondres, Gran Bretaiia. 
He I icasa; Reactifs I BF, V i f 1 enewe La Garenne, Franc ia. 
, 
GSMAL 1; gent i inente cedida por el Dr .  D,Schachter. Univ. de 
Coluhbia, EEUU, 
Rad i act  i vos 
14 14 L - ' ~ c  lcucina, dcido I- C propidnico y dcido 2- C prop id- 
n ico; Amersham I n te rna t  ional ,  Gran Bretaiia. 
I4c metox i-metoxi inul  ine; New Engl and Nuclear, EEUUs 
14 3 ~ - ~ 2 0  y dcido C carboxi-benroico; C.E.A. Frencie. 
Todos los dends r eac t  ivos fueron de pureza anal ?t ica. 
RESULTADOS 
3. Propiedades del proceso de  incorporacibn en c6lulas en- 
teras. 
Se ha estudiado la incorporaci6n de L-leucina en leva- 
duras Saccharonyces, !as caracteristicas cenorales de este 
proceso y en especial l os requer i m  ientos energdt icos del 
m i scno , 
A este respecto, I as t evaduras Saccharomyces son orga- 
n i snos que perm i ten d i scr irn i nar s i stemas generadares de e- 
nersfa local izados en l os d ist i ntos  conpart im ientos cel u l 2  
res. Esto es consecuenc ia del wetabol isrno serdb ico facui  t= 
t ivo que se l leva a cabo en estas c6l ul as en condiciones 
f is iol bg icas, Fraeesos aerbb icos y anaerdb icos. 
Coma en el caso de otros m icroorgan isnos, I a ut i I iza- 
ci6n de cepas rnutantes  resulta surnamente con-niente para 
el anal i s i s  de distintos mecanismos asociados al netabol is 
no energ& ico y a la generacidn y disponibil idad de la e- 
nergin metab61 ica requcr ida para i a incorporaci6n de nume- 
rosos nutr ientes, entre el l os l os an inodcidos. 
Ensayos r e a l  izados en mtkantes citopi asnet icas rho-, 
def ic  ientes resp irator ias par ausenc i s  de c itocromos b y 
a+a3> sue carecen de una rn itocond ira func ionel y en l as cus 
les I a energfa proviene de procesos citopt asmdt icos, permi 
t ieron d iscr im inar enkre 1 os efeckos produc idos por consu- 
no de sustratos de ~ctabol izaci6n aerbbica estr ic ta  como el 
etanol y un sustrato como la slucosa que puede ser consum1 
da fisiol6sicanente en condiciones ae~6bicas o anaerdbicas. 
En relacidn con los mecanismos de util izacidn de 10s 
metabol itos produc idos en 10s d ist i ntos conpert i rn ientos sub -
eel ul ares, se cons iderd de sumo interes estud i a r  el proceso 
de incorporacidn en mutantes en que operan 10s sistemas o- 
ncrgdticos en c i t o s o i  y rnitocondria,pero en las cuales la 
energfa generada en l a  mitocondria no es util izada de mane- 
ra cf iciente en el ci-tosol . Para el lo se decidid estudiar 
l as prop iedades del proceso de incorporaci6n de leuc ina en 
cna mutante d if  ic iente en el translocador ATP/ADP mitocon- 
drial (mutante 0 p i  ). La util izacidn de esta mutante permi- 
t i6  establecer la re1 acidn entre e l  proceso de incorpora- 
cidn del ilminodcido y el metabol ism0 er?ergeticoien condi- 
- 
c iones d iferentes a1 caso de l as mutantes rho , anaer6b i- 
cas estr ictas, y l as cepas s i I vestres aerdbicas facut tat i -  
vas. 
3.1 Las l evaduras S,cerevis iae cepas JB65 y JB64 incor~oran 
L-Ieuc ina, 
En la figusa 3,1.  se observan 10s resuttados del estu- 
dio  de la incorporac idn de L-f eucina en levaduras de la ce- 
pa 3365 y la nutante JBG4 en condiciones de baja carga ener 
&ica intracelular, 
Cos valo~es de la incorporaci6n pueden representarse 
prdcticarnente en forraa l ineal y segan se desprende de la f i  -
gura, a 10s 60 m inutos 10s valores de t-teuc ina incorpora- 
dos fueron 0,44 p r i ~ o l / ~ .  en f a  cepa s i l vestre y en fa cepa 
nutante 0,68 pmol / g .  S i se t iene en cuenta que en estas CO& 
d i c  ioncs exper imental es i a L-i  euc ina permanece hom~geneane~ 
te distributda cono tal en el reservorio soluble, y consi- 
derando que el voi urnen de agua intraceiular es de 2 >l/rng, 
seg6n se describe en f4ater iales y t~I8todos, se puede cal cu- 
l a r  que la concentracidn intracelular de ieucina 0,22 mM. 
en la cepa s i lvestre y 0,36 mbl en la cepa mutante, sin con- 
s i derar que adends de l  am inodc ido incorporado l as levaduras 
poseen un reservorio end6geno de L-leucina, 
Estos valores no indican que las c6lulas hayan llevado 
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Figura 3.1. : I ncorporacidn de L-leucina en cCl ul as arunadas. 
Ct? l ul as ayunadas se suspend ieron en amort i gua- 
dor ftalato de potasio 2 mM, ptl 4,5 y se i n c ~  94 baron en presenc ia de L- C leucina 0,3 drl. En 
10s tiernpos indicados se tomaron alfcuotas que 
se proceseron para l a determ inacibn del conte- 
nido de radiactividad. ( 0 ) Cepa siivestrc 
JB65. ( ) Cepa mutante JB64. 
a cab0 un proceso de acumulacidn de L-leucina ya que su col 
centracidn en el rncdio extracelufar fuc 0.3 mM. 
3.2. El consumo de G I  ucosa y etanot est irnulan la incorpo~a- 
cidn de L-leucine. 
E l  efecto do1 consumo sirnultiineo de sustratos ox idables 
sobre la incorporaci6n del arnino8cido se observa en l a  F i s ~  
ra 3.3. 
A dos concentrac iones externas de t-l euc ina ( 0 , O S  mf4.y 
I .  0 mb!. j el consumo de gl ucosa o ctanol produjeron un narcs 
do increment0 de 1 a inc~rporaci6~ del am inodc ido. A l a mc- 
nor concentraci6n de L-leucina externa, f igura 3.2.A, 10s 
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Figura  3.2. t lncorporac idn de L- leuc ina en cei ul as ayunadas 
con consumo s imul tdneo de sust ratos.  
( A )  Cel u l  as ayunadas se suspend ie ron en ataort i 
- 
guador f t a l  a t o  de potas io 20 mM. pH 4,s y se 
incubaron con  L - ' ~ c  l euc ino  0.05 nM. en p r e s e ~  
c i a  ds ( El ) D-gl ucosa 5 mb!; ( A ) etanol  10 nM; 
( 0 ) c o n t r o l  s i n  adiciones. En 10s t iempos in 
dicados se tomaron a l  fcuotas que se procesaron 
para  l a  determinacidn del conten ido dc rad iac-  
t i v  idad. Los sfmbolos a t  i e r t o s  corresponden a 
I a cepa s i b s t r e  JBG 5, Los cerrados a JB64 r 4c (B) lguales condic iones que en ( A )  con L- 
l euc ina  1,0 mM. 
(c) Igua les  condic iones quc en (A )  y (B), d e t s  
lie a t iempos cortos. Los va lo res  e n t r e  paren- 
t e  i s  corresponden a l as concentrac i o w s  de 
L-t4 C leucine u t i l  izeda. 
trazados en presencia de si  ucosa son s i n i  l ares en l as dos 
cepas. En ambos casos, 10s vat ores de incorporaci6n alcanzs 
dos a 10s 30 minutos fueron de 2,2-2,3 p r n 0 1 / ~ .  s i g n i f i c n t i -  
vamente mayores a 10s val ores ha! I ados en cc?l ul as ayunadas 
que fueron O,I  en la cepa s i l ves t re  5865 y 0,2pnoI/ 
g.  en l a  cepa mutante JB64, 
E l  consumo de etanol mostr6 diferencias en l a  incorpo- 
rac idn de ieuc ina entre  ambas cepas, es to  se aprecia en I a 
rnisma f igura. ientras este consumo permit i d  a1 canzar en la 
cepa JB65 valores de incorporac i6n de I ,  7 jmoi/~. a los  30 
m inutos, en el caso de I a mutantc l a  incorporac i6n a 10s 30 
minutos fue  de 0,7 / m 0 1 / ~ ,  
S i  se cornparan es tos  resultadas con 10s obtenidos ?or 
consumo de g t ucosa, en e 1 caso de I a mutante e I consumo de 
etanol  produjo s61o un 32% del  valor  de leuc ina incorporada 
en presencia de gl ucosa, en contraste con el 74% a1 canzado 
en I a cepa s i 1 vestre. 
A la mayor concentrac i6n  de L-I euc ina externa ensayada, 
resuitados en l a f igura 3,2.8, se observd que en casos de 
ievaduras aywnadas I a  incorporacidn de L-Ieucina a 30 minu- 
t o s  fue de l , 0  )rrn01/~, en l a  cepa silvestre y O , ~ p n r ~ l / ~ ,  
en 1 a nutante. 
E l  consumo s imul tdneo de gf ucosa wrodujo un notable i s  
crornento de i a incorporac i6n de an inodc i dos en I as dos cepas, 
aicanzando a. tos 30 ninutos valores de 26,I p o I / g .  y 15 ,s  
pmol / s ,  en l as cepas s i i vestre y mutante respect ivamente. 
Con e l  consumo de etanot en I a cepa s i l vestre se est  i nu ld  
I a incorporacidn de 1-leucina, que alcanz6 a 10s 30 rninutos 
el valor de 23,7pmol/g.; 24 veccs mayor que el valor en ce 
lu las  ayunades, en tan to  que en l a  cepa mutante e l  consumo 
de etanol permit id que l a  incorporaci6n de L-leucina at can- 
cc s 2,0ynol/~., va lo r  sdlo 4 veces mayor que en cd lu ias  
ayunadas, Es interesante seRal a r  que e l  increment0 en l o s  
valores de incorporacidn de ieucina, con e l  consumo sirnults- 
neo de sustratos, se pone de mani f iesto a1 cabo de aproxima- 
damente cuatro m inutos de incubacidn de las cdl u las  con e l  
sus t ra to  como se observa en la f i s u r a  S.2.C. 
Una compacac idn ent re  I os resu l tados obten idos a t iem- 
pos cortos, 6 m inutos, permite establecer que en e l  caso de 
l a cepa s i l vest re  e l  consumo s imul tdneo de gl ucosa produ j o  
una incorporacidn 5,4 veces mayor que en cdl uf as ayunadas 
con l a  menor concentracibn de leuc ina extcrna ensayada y 2,2 
veces mayor a l a  mayor concentracidn de aminodcido ensayada. 
En I a cepa mutante el increment0 fue de 10 y 3 veces 
respecto de 1 as c6t ulas ayunadas con 0,05 mMI y 10 n M  de t- 
leuc ina en el medio de ensayo. 
E l  consumo sirnuit6neo de etanoi en esas condiciones p r g  
dujo en I a cepa s i  l vestre JB65 incrementos de 3, I y 1.3 ve- 
ces con l as d ist i ntas concentrac i ones externas ensayadas, 
s iendo este sustrato i ne f  i c  iente en e s t  imul a r  l a incorpora- 
c i d n  de L- leucina en fa cepa mutante 3B64. 
Por l o  tanto, en e l  caso de l a nutante e l  e fec to  de l a  
siucosa es comparable al observado en l a  cepa s i i ves t re ,  no 
asf e l  efecto produc ido por e l  etanol . 
3.3. En levaduras con a i t a  carga energet ica l a  incorporacidn 
ea mayor quc en levaduras con baja carga enernetica. 
Los resu l tados presentados en l a s  f i gu ras  3-2.A-C de- 
rnuestran quo e l  consurno de sustratos ox idables capaces de 
generar energ fa metabbi ice producen un estfmulo en la inco; 
porac i6n del am inodcido y 6ste se hace mds notor  io  a p a r t  ir 
de aprox imadamente l o s  4 m inutos, 
2 4 6 
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Figura 3.3. : lncorporac i6n de L-leucina en cdi ui as s i i ves- 
tres energ i zadas. 
(A) Ct?l ul as ayunadas de la ccpa s i  lvestrc JBUS 
se prre incubaron con ( ) D-si ucosa 5 mM. ; 
( A  )etano1 10 mM.; ( 0  ) control s i n  preincu- 
bar, durante 15 tn inutos en ftalato de potas i o  
20 mM. pkl 4,s y i uego se incubaron con L - I ~ c  
l eucina 0,05 mM. en ftal ato dc potasio 20 mM. 
pH 4,5 I ibre de sustratos oxidat ies .  En ios 
t iempos indicados se tomaron a l  lcuotas que se 
procesaron para determinar su contenido Je ra- 
diact ividad. 
(B) lguates cond ic iones que en (A) con L- 1 4C 
leucina 1 , Q  mM. 
2 4 6 
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Figura 3.4.: lncorporaci6n de L-leucina en ci?lulas de la ce- 
pa mutante energ i zadas. 
( A )  y (6)  Se siguieron las indicaciones descr i~ 
tas en la f igura  3.3.A y B respectivemente con 
c6I ul as de l a cepa mutante JBG4. 
Es interesante conoccr cl efecto de 1 a carsa energbt i -  
ca cct ular sobre la incorporaci6n, para el lo se d isefiaron 
expcrirnentos en que la incorporacidn se estudid en cdlulas 
con a i t a  carga ener~etica por preincubaci6n con glucosa o 
etanol. Las c&lulas se preincubaron con glucosa 5 mfd. o et= 
no1 10 nM, durante 15 minutes, al final de ese interval0 10s 
sustratos fueron extrafdos del rned io  por centr ifugac i6n. E l  
t iempo de preincubzcidn y la concentraciSn de sustratos se 
el is ieron a pert ir de trnbajos prcv ios (~arnos y col . 19S0). 
En las figuras 3.3.A y 3.3.B se presentan los resultados 
obten idos en estas cond ic iones con c6l cl as de l a cepa s i I- 
vestre a concentrac i o n e s  externas de leuc ina 0,05 mM y I ,O 
d b i .  respectivamente y en las figuras 3.4.A y 3.4.B se pre- 
sentan los resultados obtenidos en condiciones anSfogas con 
I a cepa mutante. 
En ambas ccpas por preincubacidn con glucosa o etanol 
se observaron s isn if icat ivos aumentos de l a incorporac i6n 
del arninodcido. La gtucosa produjo un est3rnulo mayor que el 
e t a n o l ,  
3.4. Las eel ul as con a i  ta carsa enera& ics responden a la 
presencia de sustratos oxidabfes en e i  medio de rer1cci6~. 
A I  estudiar fa  incorporaci6n de leucina en c6lulas con 
alta corga energetics se observd que la adicidn de glucosa 
o etanol era capaz de est imul ar este proceso. En la cepa 5865,  
f igura 3.5.  estas ad iciones se tradujeron en incrementos sig- 
n i f  icat ivos de 10s vat ores de incorporacidn observados inde- 
pend ientemente del sustrato empleado en la pre incubac i6n. 
En l a  cepa mutante, f igura 3.6,  la  incorporaci6n en cb- 
l ul as pre incubadas con glucosa con consumo s imultaneo de 6s- 
Fisura 3.5.: Efecto de l a  presencia de sustratos oxidables cn 
e l  rnedio de incubacidn sot re  l a  incorporacidn tle 
L-lcucina en c6 lu las  enerqiradas dc l a  cepa s i l -  
vestre 5865. 
CBluIas ayunadas de l a  cepa JB6j  se energizaran 
por preincubacidn con D-glucosa o etanol corno se 
describe en l a  f igura 3.3. Poster iormente sc in- 
cubaron con L-'~c lcucina 0.3 my. en f t s l  a t0  de 
potas i o  20 mlii, pH 4,5 en presenc i a de d i s t  i ntos 
sustratos, en 1 os t iempos ind icados se tomaron - a 
' I tcuotas que se procesaron para determinar su  cot^ 
t e n  ido de r a d i  act  i v  idad. Los trazados correspon- 
den a: ( D ) pre incubadas con D - g l  ucosa 5 nbl.; 
( 4 ) pre incubadas eon etanol 10 mbl. ; ( ) pre il
cubadas con D-glucosa 5 mM. y ensayadas con D-911 
cosa 5 r;lM. cn e l  med io; ( A ) pre incutadas can e -  
tan01 I 0  mM y ensayadas en presencia de D-glucosa 
5 m!4. en el rnedio y ( 0 ) prc  incubadas con etonol 
10 mM. y ensayadas en presencia de etanol 10 n:4. 
en e l  medio, 
t a  produjo un incrcmento i n i c i a l  de. la incarporacidn que fue 
disminuyendo en funci6n de l  tiempo, f inalmonte 10s valores de 
i i lcorporac i6n resu l  ta ron  s i m  i l ares a 1 os observados an auscn- 
c i a  de glucosa. En ic6Iulas prcincubadirs con etanol l a  ad ic i5n 
10 20 
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Fisura 3 .6 .  : Ef'ecto dc l o presenc ia de stistratos oxidables 
en el medio de incubacibn sobre la incorporacibn 
de L-leucina en cc5lulas encrgizadas do la cepa 
nutante 5864. 
Se sigu ieron las indicaciones descriptas en la 
figura 3.5. con celulas de l a  cepa mutante JB64. 
de gl ucosa produjo un notable estlmulo sobre la incorporacidn 
en tanto que l a presoncia de etanol en el ~ e d i o  de reaccidn 
no se tradujo en ninguna modificacidn de 10s valores de incoc 
3.5. El 2,4-dinitrofenol (DNP) inhite l a  incorporacidn de nmi- 
nodc i dos. 
En las figuras 3.7. y 3.8. se presentan 10s resultados 
con c6I ul as do l as cepas 3B6 5 y J B64r respect ivanente, en el es 
tudio del efccto del protanbforo DNP sobre la inc0rporaci6~ 
dc leucina. En ambas ccpas se ver if ican efectos inh ibitor ios 
por agregado dc DNP 50 yll. a c6lulas rryunadas, ~rcincubadas o 
ayunadas con consumo s in~ul ttineo dc sustratos, I os resul tados 
fucron sirnilares con leucina 0.05 mM. y I,@ mM. externa. 
F isura 3.7. : Efec to  del 2,4-d i n  i t r o feno l  sobre l a  incorpora- 
c i d n  de L-leucina en cd lu las  de i a  cepa si lves-  
t r e  JB65, 
(A )  Cdlules ayunadas de l a  cepa JB65 se suspen- 
d ieron en amort iguador f t a l  ato de potas io  20 mM 
pH 4.5 y se incuberon con ~ 9 ' 4 ~  leucina 0.05 mlii 
en presencia o ausenc i a  de DNP 0.05 mM y ( ) 
0-glucosa 5 mN, ( A ) etanol t O  mbi. o (0 ) s i n  
fuentes de energ la. A I os t iempos ind icados se 
tonaron a l l cuo tas  que se procesaron para l a  de- 
terminacidn del contenido de rad iac t iv idad.  Los 
trazados en I lneas de puntos corresponden a c6- 
l ul  as t ra tadas con DNP (agregodo a To) y 10s de 
l fneas l i enas  a c6 lu las  s i n  DNP. En e l  recuadro 
se presenten l o s  resul tados obten idos con L- '4C 
leucina I,O mM. 
(8) CBl ul as ayunadas ( ) o energ izadas por 
preincubacidn con 0-glucosa 5 mM. ( 0 ) o etanol 
10 mM. ( A ) de l a  cepa JB6S se suspend ieron en 
amort iguador f t a l  a to  de potas i o  20 mM pH 4,s y 
se incubaron con L-'~c leucina 0.05 mM en presen 
c i a  o ausenC i a  de DNP 0,05 mM. E l  r es to  de I as 
i nd icac iones corresponden a l as descr ip tas  en A. 
Figura 3.8. : Efecto del 2.4-d i n  i t r o feno l  sobre l a  incorpora- 
c i dn  de L-leucina en c6tclas de l a  ccpa mutante 
5864. 
-
(A)  Se s isu ieron l a s  indicaciones descr ip tas  en 
l a  f igura 3.7.A, con c6 iu l  as de l a  cepa mutante 
JB64. 
( B )  Se s iguieron las indicaciones descr ip tas  en 
l a  f i gu ra  3.7.8, con c6 lu las  energizadas de la  
cepa rnutante J564; -% ' 
t 
La escasa incorporaci6n observada en c6lulas ayunadas r esu l t 6  
p r d c t  icanente reduc ida a l os val ores ha1 l ados a To. A s  in ismo, 
e l  est  tmulo observado por e l  consumo dc etanol o ucosa en 
1 a cepa s i 1 vestre, o gl ucosa en l a  mutanker resu l  t6 pract  ica -
mente supr imido, f iguras 3.7.A y 3.8.A. En e l  caso de,cdlu- 
i a s  prc  incr:badas, Figuras 3.7.6 y 3.8.R, taml ign se produjo 
una s i g n i f i c a t i v a  i nh ib i c i dn  de l a  incorporaci6n, obteniendo -
se en estos casos valores infer iores al 50% de l o s  respect i- 
vos cont ro l  es s i n  DNP. 
4.  pro^ i edades  del proceso de entrada en c&l ul  as entcras. 
4.1. La nedida de I a incor~arc?ci6n a t icmpcscortos es la 
medida del proceso de entrada. 
En el punto 3, se ha mostrado que la incorporacidn de 
L- l  euc ina en eel ul  as con al ta o haja carsa energdt ica hasta 
4 minutes es I incal, 6s ta  es l a  rnedida cie la entrada de i- 
leucina a l as cdl uias en 1 as que pcrrnanece en el reservorio 
soluble (~arnos y col, 1975). 
En las dos cepas cstudiadas se observaron difercncias 
en las vet ocidades dc entrada entre ievaduras con baja o at - 
ta carga energ6tica; mbs abn, en este dltimo caso fue posi- 
b l e  d i s t i h ~ u i r  u n  valar  cie L-leucina a t i e m p o  cero (Tc) pro 
ven iente de muestras turnadas inrned iatanente despu6s de l a- 
IS 
srcsado de t- C leucina a i  media de reaccibn. 
tos vaiares a To pueden ser considerados como I isado 
del aminodcido a la celula y vartan sisnificativamente en 
las cdlulas con alta carga ener@t ica. 
Este "proceso de J igado" depende, presun ibiemente, de i os 
s i sternas de senerac idn de energ fa ce I uf ar, como lo seiiai an 
1 os exper irnentos con c6l ul as energ izadas par pre incubac i6n 
con ~lucosa o etanot% que se presentan en la tabla 4.1. para 
dos concentrac iones de t-i euc ina extracel ut ar. 
La preincubacidn con gfucosa produjo un aumento del 1 i -  
sado del aninoScido en !as dos cepas con las dos concentra- 
ciones de 1 cuc ina ensayadas. Estos i isados d isninuyeron sen- 
siblemente cuando se agreg6 a las ct?tulas anino6cido no ra -  
d iact ivo segundos antes que el narcado isot6p icanente. Ade- 
m 6 s ,  en c6l ui as energizadas con etanoi, no se detectaron di- 
ferenc ias en I os val ores de I igado respecto de l asc6l ul ul es 
ayunadas. 
Por 1 o expuesto, dentro dei proceso de entrada es posi - 
0 m a -  
* urn 

Fiqura 4.1.: Relacidn e n t r e  la veiocidad de translocaci4n 
de L-leucina y la concentraci5n de arninodcido. 
Cdl ul as pre incubadas con D-gl ucosa 5 mbl cie l a 
cepn JE65 ( A )  y JBb4 (B), se suspendicron en 
arnortiguador ftalato de potnsio 20 mfd. pH 2, j 
y sc incubaron en presekc i'~ de L-'~c leuc ino 
en l as concentrac iones indicadas en la absisa. 
A To, TO+l ,5, T0+3minutos sc tanaron ol fcuotos 
que se proccsaron para la dcterminacidn de ra- 
diactividad a partir dc las cuaies se calcula- 
ron l as velocidades seg6n se descr ibe en hiate- 
r iales y Mbtodos. 
Lie distinguir una etapa inicial de l igado del anino5cido 
a l a tarrera de peraeabi I idad segu ida de otra dc transloc; 
ci6n a travgs de la misrna. 
Los valorcs Je I igado resultan signil'icativos en el ca -
so dc cdlulas con aita carga energdtica por preincubacidn 
En la etapa de translocac i5n es posibie dcterm inar una 
vafores a T w t  - vaiores a T g  
v =  
t 
10 20 30 40 50 60 
I /L- 1 4 ~  leucina ( m M 1'' 
F i qura  4.2. : Re1 acidn e n t r e  l a vel oc idad de t rans1 ocacibn 
de 1- leuc ina  y 15 concentracidn de arninodcido. 
Se s i g u  ieron I as ind icaciones descr ipcas en l a  
f iciura 4. I . A  y B, cepas JB65 ) 5864 respect  i v a  -
mente, representdndose I as inversas segDn L i ne - 
weaver-Burk. 
4.2. E l  e s t u d i o  c i n d t  ico de l a  t rans locac idn  seiial a l a ex is- 
t e n c  i a  de dos s istemas. 
E l  an91 i s i s  c i n d t i c o  de l a  etapa de t r ans locac i6n  de l a  
L- l  eucina a t r a v d s  de l a  b a r r e r a  cfe peraea l  i l i dnd  puede ha- 
cerse a p a r t  ir de l o s  r e s u l  tados presentados en l as s isu  ien- 
tes f iguras. En l a  f i gura  4. I. se ha representado I n  v e l o c i -  
dad de t rans locac i6n ,  en func idn  de l a  conccntraci6n ex terna  
~ ~ 
deI an ino8cid0, en cCl u l  as pro  incubadas con 0-gl ucosa de an- 
bas cepas. Grdf  icos s in  i I arcs  se obtuv ie ron  en i as o t r a s  
cond iciones energdt icas. 
F t  +pa?adfi h ; m e m h A I  i ~ n  i - A i ~ 5  I 3  m m f i - = ~ i A -  A n  m e -  m - n - n  
-. ... ----- .. .r-. U V  m .-u . , l r s  8 uu rn u u p r e  uk a v # l  ur. urw t ~ a  ubr 
- 
so sa tu rab le  en ambas ievaduras prescnte en cond i c  iones dc 
al t a  y ba ja  carsa energ& ica. 
Figura 4.3 .  : Rat a c i b n  cntre la vclocidad de translocacidn 
de L-leucina y la concentrac i6n de am inodcido. 
Se s isuieron I as indicaciones descriptas en 1 a 
figura 4.I.A y 8, cepas .If365 y JB64 respectiva 
-  
mente, rcpresentdndose f as datos sesGn Eodie- 
La velocidad de translocaci6n cstd def inida por: 
dondc: 
v = velocidad 
u = cant i dad de L-t euc ina incorporada e l interval o 
de t iempo At. 
As irn ismo 
S =  concentraci6n externa dc L- I  euc i na, 
Jbt= i n f iu jo  m6ximo. 
KT = concentraci6n de L-leucina para la cue! v =-Jbi/z 
La ecuacidn t se puebe reordenar en: 
I K~ i 
= .  - 
1 
5 + -  v 3 11 J $1 
o s e ~ b n  Eadie Wofstee 
ecuaci6n 2 presentada en la f ieura 4.2., como en l a  de v 
versus v/S d c  Ia f igura 4.3. ,  se otservan desviaciones de 
i a  I ineal idad indicando la ex is tenc ia  de dos sistemas de 
t r a n s  l ocac i6n c i net  icanente caracter i zabl es. 
Las f iguras 4.2 ,  y 4.3. corres?onden a cc?lulas de las 
dos ccpas en estudio energizadas pcPrp.einciibacidn con D-elk 
cosa, el nisnto 't i?o de trazados se obtuvieron con levaii'uras 
ayunadas y con alta carga energetics par preincubaci6n con 
etano I . 
De estas representac i a n e s  fue pos ibi e cal cul  ar 1 o s  va- 
l o res  de 10s pardmetros c ine t i cos  KT y J!,!, l o s  cd lcu ios  
fueron r e a l  izad~s con programa de, resres i 6 n  I ineal en cal cu- 
1 adora p ~ o ~ r a m s b l c  Texas instruments TI  59. 
Los vat ores de tos pardmetros c i n d t  icos cal cul ados se- 
sBn L i neaweaver-Gurk, fueron s iin i l ares a i os obten idos segCln 
€ a d  ie  Hofstee, es ta  representac idn p e r m  it i6 d i scr in i nar en 
forma 3 5 s  aprop iada en e l  ranga de i as mayores concentracio- 
nes u t  i 6 i zadas, 
De acuerdo con  estos resuitados podemos considcrar, 
en e l  rango de concentrac i o w s  estudiadas, l a ex is tenc ia  de.. 
dos s is temas para l a t rans locac i6n de L-ieuc ina. 
Estos s i stemas se caracter i zan par I os vat ores numer i - 
cos de sus pardmetros c inet icos y se denon inan s istema S 1 
de a l t a  af in idad  y baja velocibad y sistema S de baja 2 

nfinidad y a i t a  vclocidad. 
tos valores obten idos se presentan en l a  t a b l a  4.11. 
y en t re  e l  10s es pos i b l e  establ ecer l as sigu ientes re1 acio- 
nes: 
a) Re I ac idn en t re  l os val  ores de pardmetros c inBt  icos y es- 
tado energdt ico cei ul ar. 
Los valores de KT dei sistemn SI resu l tan  aproximadanente 
de un orden nenor que e l  del sistena S2 para una detern i -  
nada cond i c  i5n energdt ica, 
La energ i rac i6n de l a s  cd lu ias  no modi f ica s i ~ n i f i c a t i v a -  
nente 10s valores de KT) en canbio los de Jf;f resu i tan  in- 
crementados. Este i ncremento resu I ta mayor por prc  incub2 
c i d n  c o n  91 ucusa aue por preincubacidn con etanol. 
b) Relacibn en t re  10s pardmetros c i n6 t  icos de tas cr5lulas 
JB65 y 3BG4. 
E l  increment0 de 10s valores de Jt.f por energizaci6n sc ob- 
servan en i as dos cepas en e s t u d  io  y podrfa seGal arse que 
10s val ores de veioc idad mdx i m q  por pre  incubac i b n  con D- 
glucosa, son nayores e n  l a  cepa JB64 que en la  JB65. 
4.3. la L-leucina se une a s i t i o s  de l a  barrera de pcrmeabi- 
I idad para ser translocada. 
Los resui tados ya presentad2s perm it ieron seRal ar  l a 
existencia de un proceso de l isado del aminoacido a l a  barre- 
r a  de permeab i l i dad como una etapa pertenec iente a1 proceso 
general de entrada y este hecho, ind ica qlte es necesar i o  e l  
conocimiento de esa e t a p a  para comprender e i  proceso general. 
Por esa raz6n fue nluy importante i a cuant i f  icac idn del 
aminoecido quc unid i  a l a  celulas a To represents el i igodo. 
Exper imental mente corresponde at valor de l a i ncarporac i6n 
de L- l  euc ina en muestras obCen idas inned iatamente despuds de I 
F i p r a  4.4,: tielaci3n c n t r e  el 1 igado de L-let~cina y la c o n -  
ccntraci6n dc arninodcido. I 
Cd l ul as prc i ncubadas can D-g 1 ucasa 5 d.1, dc l a 
cepa ~ 6 5 5  (A) y JB64 (6 )  se suq~e~dieron en a- 
nsrt iguador f t a l  ato de potas io 20 nL1. pH 4,s y 
se inccbaron en presencia dc L - I ~ C  lcuc ino en 
l a s  concentraciones indicadas en la absisa. A 
To setonoron a1 Ccuotas que se procesaron para 
l a  deterininaci6n de radiactividad. 
asregado del aminoticido a I a mezcl a d c  incubacibn, c~ds  aCln, 
en la tabla 4.1. y a  descr-ipta, se observaba que 10s valores 
de l igado fueran mayores en c6i ul as de a1 ta carga cnergdt ica 
par ore inculaci6n con D-gjlucosa que en c6l ul as de baja  carga 
encrg6t ica por  ayuno. Sin embargo, cElulas de a1ta carga 
cncrgdt ica por p r e  incubacibn con etanal 10s 1 igados fucron 
sirnilares a 10s dc cblulns ayunadas. 
En la figura 4.4. se presentan 10s resultados d e l  estu- 
dio del cfecto de la concentracid" e x t e r n a  dcl aninoacido 
sobre los valorcs de l igado; dichos valorcs se increclcntan 
con el aumcnto en l a  concentrac ibn de am inojicido en forma 
Fiqura 4.5.: Relaci6n ent re  e l  I igc7tio dc L-ieucirla y l a  coq- 
centrac i6n de an inodc ida. 
Se s igu ieron l a s  ind icacioncs descr ip tas en l a  
f isura 4.4.A y 6, cepas J B 6 j  y JBG4 respect i v z  
mente, represent6ndose l a s  inversas senGn Line -
weaver-8urk. 
saturnnte. 
La represcntacidn de l as recfprocas de dichos valores, 
f i su ra  4.5.,  coino l a  representacidn do Scatchard f i g c r a  4.6. 
nuestran desv iac iones de l a l i neal idad ind icando 1 a ex istcr 
c i a  de dos poblaciones de s i t i o s  de I igado para l a  L- let ic i -  
na, t a n t o  en i s  ccpa s i l vestrc cono 1 a mutante, indepcndicn- 
tcnente dc I a c a r p  e n e r g B t  ica ce l uf a r m  Los ~ r d f  i cos prcsen -
tados carresponden a c&I u l  as c n c r ~  iradas con 0-gl ucosa, cs- 
t o s  resuftados se pueden extender a l a s  demds condiciones 
c n e r j e t  icas yn  quc en e l  l as se obtuv ieron t rarados s ir.1 i I arcs. 
E l  cdl cul  o Jc l os pardmetros del I isado, N, concentra- 
ci6n de s i t i o s  de unidn y Kd,constante dc afinidad, concen- 
t r a c i d n  de aminodcidas I ibpc necesaria para alcanzar l a  n i t a d  
Fiqure 4.6.: Relacidn ent re  e l  I isado de L-leucina y l a  con- 
centrac idn de aminodcido. 
Se s igu ieron l a s  indicaciones desc r i p tasen  I a  
f i g u r a  4.4. A y 8, cepas JB65 y 3804 respect iva -
mente, r e p r e s e n t ~ ~ d o s c  10s datos segdn Scatchard. 
de la saturac i6n de 10s sit ios  de un ibn, permite caracter i r a r  
10s dos grupos de s i t  ios  de unidn def  in idos en las condiciones 
exper imentaies estudiadas. 
Estos val ores se presentan en l a tab1 a 4.1 1. y perm i t e n  
establecer  I as s igu ientes observaciones: 
a) En c6l  u l  as con baja carga energ6t i ca  t an to  en levaduras de 
l a  cepa JBGB corm de l a  cepa JB65,hay dos poblaciones de 
s i t  10s dc uni6n. Una designada SI por  corresponder a l a s  
concentraciones e x h r n a s  de em inodci do% en quo opera e l  
s istema dc t ranslocacidn SI, y es td  caractcr  izada por  p r e  
sentar un n6mero menor de s i t i o s  de mayor a f i n i dad  por l a  
L- leucina que l a  o t r a  poblacibn, denominada S2 y d e f  in ida 
en e l  rango do concentrac i o n e s  externas de L-leuc ino, don- 
de opera e l  sistema dc trans1 ocacidn SZ, que posee mayor 
nQmero de s i t i o s  de unidn de n e w r  af inidad. 

b) En cOlulos JGC5 y 5864 con alta carsa energet ics por prc 
i n ~ u b a c i 6 ~  con D-sl ucosa o con etanol tamb i6n hay dos pz 
Olacioncs de sitios de unidn en t re  Ias que se establece 
i a  misna r c i a c i d n  que en a, 
c) En c d l  u i  as JBG5 I a pre incubac idn con D-gi ucosa pronueve 
l a  02eracibn de mayor ndnero de s i t i o s  ac t i vos  en cl s i s  
tema S que mant ienen l a  m i s m a  constantc Kd. A s  im isno e l  I 
ndnero de s it i os de un idn de l s istena S2 no var l a  en es- 
tas condiciones pero su Kd disminuye por epecto de f a  e- 
nergizacidn,en l a  cepa JB64, tanbibn se observb aunento 
dcl nfimero do sitios de uni6n. 
d) En l as cfi ul a s  prc incubadas con ctanol, silstrsto que pey 
mi te  una ef  iciezte seneraci6n energ6t ica en l a  cepa 3865 
pcro no en 1 a cepa JB64, sc observaron las  dos poblacio- 
ncs de s i t i o s  de i isado, sistemas S y S2. En estas con- 1 
d ic ioneg  en l a  levadura JB55 los pardmetros del sistema 
SI no varfan,  es decir, se mantuvieron 10s valores de 10s 
pardmetros hal ladas  en cd lu las  ayunadas. 
En el sistesa S i a  constante de afinidad disminuyb sig- 2 
n i f i ca t i vanen te  respecto de i a  csndiciSn de ayuno, en FOE 
no s i m i  I ar a i o s  3rovocados 3or l a  D-51 ccosa. En l a  cera 
JB64 sc observa un aunento de l a a f  i n  idad de l a rn isma mas 
n ;Cud que fa  sbscrvado por p r e  incubac i6n con D-sf ucosa en 
e l  sistena SI, s i n  afedcar e l  ndmero de s i t i o s  de l igado, 
el efecto cs i sual  al observado c o n  ~ i u c o s a .  
Estos resul tados co inciden can los vnlores obten i d a s  en 
cstxd ios s i n  i l ares rea t  izados en S ,  car !  sbercens i s  ( ~ a  iner 
19G5). 
5.1. Los ?rot031 zstos so? csl ul JS dc l evaduras vicSlcs d c s -  
Trovistos d e  ~ a r c d  cclclar y consec~cnke~cntc dei cs?a- 
c io  nzr in1 asndk ico. 
El estudio dc las ~ropiedadcs dc l a  inwr,iioraci6n de 
L- l euc i na e n  protop l a s t ~ s  de I evaduras, con es?ec i a l i nte-  
rtSs en el ?roccso de entrad2,ttivo par ohjetivo estableccr 
l a  presunta p a r t  icipacidn de la pared cciular y 10s cornpo- 
nzntes det espacio per ipl  asmdt ico en este proceso ya que en 
el cass de i o s  ?rotopI astos 1 a barrera be perneab i i idad es- 
t d  c o n s t  i t u  fda sol anente por I a nembrana cito~1 asn6t ica. 
La ?arc2 celciar Fuc renovida For disestiSn enzimdtica, 
lo sue c o n d u j o  a l e  1 iberacidn a1 nedio extraceluiar dci c o ~  
tcnido del es?acio periplasndtico. 
Los proko2lastos ast preparados, a pesar de que quedan 
unidas a cl I os al S U ~ ~ S  restos de ?aped celular, s o n  osmbt ica- 
nente inestabfcs y por lo tanto  a1 t a n e n t e  sens ibles a la prg 
si6n omi6tica dc l a  suspensi6n que los contienc, 
Por el i o, para evitar su I i s  i s  se 10s rnantuvo en med io 
c o n  un estab i l izador osnbt  ico; sorb it01 O,8 M. 
Es posible verificar l a  v iab i t  idad de 10s protoplastos 
e inclusive se puede segu ir la regeneracidn de la pared cel2 
1 ar en med ios aprop iados. 
Los protopi astos fueron obten idos por l a t6cn ica descr ie 
ta en Materiaies y M6todos. La transformaci6n de l as  cc?tulas 
en protoplastos osmosensibles, par accidn de la enzima Heli- 
casa, fue  ver i f  k a d ~  por d i l uc i6n de a1 fcuotas dc I a nezcl a de 
incubacidn en W20 frnedio h ipoosm5tico) o en sorbitol I kf. (mc 
d i o  isoosn6t ico) respect ivarnente. En l as d i l uci ones en sorb i- 
toi I M. na se observ5 dcscenso de la densidad 6ptica en fun- 
.cidn do1 tiempo de incubaci6n con i a  enzima, en cambio en las 
Tab la  5.1.: V A R I A C I O N  DE LA DENSIDAD O P T I C A  DURANTE LA 
P R E P A R A C I O h  DE PROTOPLASTOS. 
9 Suspens Eones ceI u l a r cs  de 10 cbl/ml se incubaron en amor t i  
~ u a d o r  T r  i s - H C I  0, I hi. p H  8,B con d i t  i o t r e  i t o l  5 m?ai. a 30° 
C durante SO ninutos. Poster iormente se centr  i fugaron y 
t r a t n r o n  can e n z  ime Hel icasa (I EF) en sol uc idn estabil i z d g  
ra cic sorb i t o l  1 f.!, .4 10s t icn;>os inc!icados sc d i  l uyeron 
a l f cuo tas  de 3,l mi. de l a  mercia de reacci6n en @,9 r n l *  
de agua y en dstas se determind l a  densidad dptica en un 
colortrnetro Crudo Caarnatio, 
d i I uc ;ones en H20 se observd un 9 c r f  i l de dcscenso de l a  
dens i dad 6 p t  ica causada por I a i i s  i s  de I os protop i  astos 
que se prcscnta en i a tab1 a 5.1. 
Los resul tados obten idos establec ieron que a 10s 40 m i  
nutos de incubacibn el rendimiento de transfor,?racidn de CC?- 
l u i a s  en wrotopiastos fue mayor de 97-9S$. 
Previo at estudio de i a  incorporaci6n de L-leucina en 
protopi astos se cons iderd l a inportanc i a  de invest i gar su 
v iab i f idad y ver i f i c a r  que 6stos estuvieran I ibres de pared 
ce lu la r .  
Para conf irrner que fas c6 lu las  asf obtenidas son pro+ 
pl  astos carentes dc pared eel u i  ar, se r e a l  i z6  l a  coioracidn 
de dcido pery6dico de S c h i f f  (PAS), l a  que pe rn i t e  detectar  
restos de pared cel ul ar, e l  react ivo reacciona con srupas  
poi ial cbl icos cie f os carboh idratos de I a pared ce t ul a r  con 
produec i6n de una intensa coloracidn roja. La observac idn 
m icroscdp ica de preparados  de protopl  as tos ,  e n  c o n t r a s t c  con 
I a s  1 evaduras  c n t c r a s  teH idas  de r o j o  in tenso,  nos t r a ron  
c6l ul as con unil ddbi l  co lo rac i6n  rosa, dcnostrando l a  s u s e c  
cia  de pared  c e l u l a r .  
Ademas, no se d e t e c t a r o n  cQ1 u l  a s  t e 5  idas en i o s  prepa -
r a d o s  de p r o t o p l a s t o s  conf irnando el a l t o  grado dc ef icier 
c i a  consegu ida e n  la  t r a n ~ f o r n a c i b ~ ,  
Con r e s p e c t o  a l a  v i a b  i l idad de l o s  protopi  a s t o s ,  SUE 
pens iones  de 6 s t o s  en e s t a b i l  izador osmdtico se t r a t a r o n  
con c l  c o l o r a n t e  v i t a l  azul  de t r y p a n  con l a  t 6 c n i c a  des- 
c r i p t a  e n  Materiales y Mdtodos. En muestras  tomadas de las  
a r c p a r a c  iones no se observaron cdi ul as teG idas, m i e n t r a s  
que a 1 fcuotas ca I entadas a 80°C d u r a n t e  1 0 m i ~ U ~ O S ,  presen- 
tapon una o l t a  proporcidn de c 6 l u l a s  coloreadas .  Con e s t o s  
p r o t o p l a s t o s ,  1 i b r e s  de pared c e l u l a r  y v i e b l e s  se real iza -
ran l o s  e x ~ e r i m e n t o s  que se desc r ibcn  a c ~ ~ t i n u a c i 6 ~ .  
5.2. Los ~ r o t o p l  a s t o s  incnrporan L-leuc ina en f ~ n c  idn del 
t iempo, 
Se estud id  l a  incorgoraci6n de L-Ieucina en pro top ia s -  
tos usando 1 a t d c n i c a  descripta e n  !?rater ia les  y McStodos. 
Las condic  iones exper imentaies de 1 a mencionada t d c n  ica fuz 
ron  l as dctcrn inadas en  exper  imentos prev  ios  r e a l  izados con 
ei f i n  de o b t e n c r  r e s u l t a d o s  reproduc ib les .  Ent re  10s ensa- 
yos r e a l  irados sc probaron t d c n i c a s  de separac idn  de proto-  
plastos del mcdio de reacc idn  por  f i I t r a ~ i 6 ~  a t r a v d s  de 
f i l t r o s  de n i t r o c e l  u io sa  6 por c e n t r  i fugac idn rdp ida e n  cen 
- 
t r t f u s a  Epsendorf, determ inaci6n de l a  concent rac  i6n de p r o  
top1 astos aprop iada para ensayos de incorporac  idn, concen- 
t r a c i d n  del estab i l izador osndt  ico que asegura  l a  i n t eg r  i- 
dad de 10s protoplastos para una c o r ~ e c t a  incorporacidn de 
F is;ura 5.1. : l ncorporac idn de L-i  cuc ino en p r o t o p l  astos dc 
l evadura, 
( A )  Protop l  astos de l a  cepa JBG5 susgend idos 
en s o r b i t o l  0,s f4. sc p r e  i ncubnron con D-sl u- 
cosa 5 mM. durante 1 5 rn i nil tos cn arnort iguador 
f t a l a t o  d e  po tas io  20 mEl. p H  4 . 5 .  Poster  iormcn -
t c  se cen t r  i-l'ugaron y resuspend ie ron  en so rb i -  
t o 1  0,s M.,ftalato dc p o t a s i  2C mhi. pH 4 , j y s e  Y4 inculjaron en prcscnc i a de L- C l euc i na 0,C5 rnhl 
( 0 ) y I ,O rnf.1. ( ). A 10s t ientpos indicodos 
se e x t r a j e r o n  a l  fcuotas que se procesaron jldra 
I a Jeterm inac ibn del cor\ten ido dc r a d  iact i v  itlad 
(8) Se s i gu ie ron  i as ind i caclones dcscr iptos 
enl$ en p r a t o p l  astos de l a cepal.jBG$. ( ) 
L- C i evc ina  C,Oj ~1i.t. ( ) L- -C lcLicina I , O  
c31. 
t-leuc ina y l a  ilbaptacibn de l a  t & c n i c a  para  rlna e i - i c i en te  
medida de l  I4c por  c e n t e l i c o  1 lqoido. 
La mcd ida de l a incorporac idn dc L- l  cuc ina se r e a l  ird 
en protoplastos de l a s  ccpas JBG5 JB64. eneroizadas par 
prc incubac ibn con 0-91 ucosa. 
Los res i i l  tadas abtenidos en l a  clctcrn inac idn dc L-l eu- 
c ina a dist in tas  concentrnciones extcrnas del aminadcido se 
obscrvan en 1 a f igcra 5. I, A y B. A cuncentracidn externa 
0,05 mM. ei sistena alcanza un estado de e q c i l i b r i o  a p a r t i r  
de l o s  12 m inutos s iendo 10s valores de incorporacidn s in  i -  
l a r e s  en anbas ccpas. Con f a  conccntracidn externa I mR, l a  
incorparacibn t i cnde  a un estada de equi l  i b r io .  
En todos i o s  casos l a  vc ioc idad de incorporacibn dismi- 
nuye con e i t ienpo, 
La incornorac i6n a t len3os cor tos es 1s med ida de l a en 
'irada. Se c:l i s t  i nsue una etaaa  de 1 igado y o t r a  dc t rans-  
I ocac iiSn. 
Cono en e l caso de i as I evadcras enteras f a ned ida de 
1 a incorporacidn h a s t a  5 m inutos corresponde a 10s vaforcs 
de entrada,  
n En l a f igura 5. L. se puede aprec i a r  como I os vat ores 
sraf i cados de L- i  cuc i na incorporada en l as cef ul  as de l as 
cepas JE65 y JB64 deteriilinan una I lnea recta, cuya ordenada 
af o r  isen r e s u l t a  d i s t  i n t a  de cero. Los vaiores a TC son 10s 
que corres7onden e l  l isado dei aninodcido a l a  membrane c i t c  
plasmtit ica, es decir, que en el caso de la incorporacidn en 
p ro top l  astos, como en c6l ulzs enteras, se puede cons iderar  
una etapa dc I igabo a l a  menSrann c i t o p l  asmat ica y o t r a  de 
t rans iocac idn o t raves  de e l  la. 
5.4. E I  estudio c i n 6 t i c o  de l a  t rans locac idn en proto?iastos 
sekala l a  existencia be dos sistcrnas. 
E l  estudio de l a  veiocidad de translocacibn, en funcidn 
de 1 a concen-b,raci 6n externa del am inodc ido, perm it id observar 
que I a transiocacidn e s  un proceso saturable como sc nuestra 
- F i ~ u r a  : .2.:  f ncorporac ibn de L - l  euc i na en prato;>I astas a 
t icr:~pos co r tos  de incubacibn. 
Sc s i g u i c r o n  l a s  ind icac ioncs descr i p t a s  en l a  
f i gura 5.1 . Los s tnbo l os ab i c r t o s  carrespondcn 
a l a  ccpa s i l v e s t r e  JB65 y t s  cerrarios a lil 
't $ 
14 
ccpa :nut3 te JR64. ( 0 ) L- C leuc ina 0,05 mf.1 
( E l )  L- C l euc ina  I ,O  id t .  
metodulogfa enplead;, en cBlulas cnteros, :Aerclit ib i i e s c r i b i r  
l a  existencia dc dos sistemas cirldticawcntc d i s t i n ~ u i b l c s ,  
cl s i s t e m n  SI y el sistema S,, scgdn sc dcsprondo de l o s  f i  
Y 
curas 5.4. con los trazarios dc L i ne r~caver -S~r i i  y 3.5. con 
10s de ilofskce. En l a  tab1 a 5.1 1 .  se prescntan 1 os val orcs 
de 10s pardnekros c i n d t  i c ~ s  c f e  1 a t r i insiocirc ibn;  cn c l  1 a sc 
dc un slstciiia S ilc mayor of ' in idad nlcnor vctilcidnd ndxi-  i ' 
aa, y un sistcina S3  de menor af  i n  idaci y mayor vciocitfitci 
Y 
ri~bx ii;lo. Los vill orcs de KT de 1 os dos s isten~as d i f - i e r c n  c n t r o  
- . Fic lu ra  s.,i. : Rel a c i d n  e n t r e  I a v e l o c i d a d  dc t r n n s l : , c c c i d n  c!c 
L - l  cuc ina  n r a t o p l  astos y 1 a c r > n c c n t r a c  ibn dc 
am i n3Sc i do. 
l ' r u t o p l  astas de l a s  c e p a s  JLS6-5 ( A )  y JB64 (B),  
criers i zados p o r  p r c  i n c u b a c  i 3 n  c o n  D - 5 1  ucosa j 
ati. sc s ~ s p c n d i c r o n  e n  ftalato dc p o t e p i o  20 cJ1, 
s o r b i t o l  Of  S M, y se i n c u b a r a n  c o n  L-'*c I c u c i -  
na e n  l as  c a n c e n t r a c i o n e s  ind icadas c n  la  a t s i -  
so. A To, TWif j m inutos y Tw? r.l i n u t o s  sc t o l e  
.I - 
r o n  al f c u o t a s  que sc p r o c c s a r a n  para  l a  c i e t c r ~ i ~ l  
n a c i 6 n  de r a d l a c t i v i d a d .  A p a r t  ir de l a s  c L a l e s  
sc czl c u l a r o n  l a s  v c l o c i d a d c s  s e ~ f i n  se d e s c r i b e  
e n  Elateriales y Mbtoclos, 
sf p r d c t  i c o m e n t c  e n  un o r d c n  de n a g n i t u i i .  
5.5. La L-l  e u c  i n a  se u n e  ir sit ios de l a  mcmbrana citoplosi:id- 
A. - 1 ca :>ara ser t r a n s l o c a d a .  
E l  estudio de 10s vat arcs dc 1 i g a d o  c n  p r o t o 3 1  a s t o s ,  c n  
f u n c  idn  de 1 a c o n c e n t r a c i 6 "  c x t c r n a  dc a n i n o S c  iJq sc r c o l  i-6 
e n  forna a n d l o g o  al l levada a caho c o n  c6iu ias  e n t c r ~ s  con 
I a c f i f e r e n c  ia de que las mucstras sc o l ~ t u v i c r o n  par d i I uc: i5t3 
Figura 5.4.; Relacidn entre la velocidad de translocacidn de 
L-leucina en protopl astos y la concentracidn de 
am inoAcido. 
- -- - 
Se siguieron las indicaciones descriptas en la 
f i gura 5.3. A y 8, cepas J 065 y J 864 respect i va -
mente,  representdndose  1 as inversas segdn t i ne - 
r tgura 3.5.: Kelaclbn entre l a  v e i o c ~ d a d  de transtocaci6n de 
L-leuc ina e n  protopl astos y l a  concentracidn de 
am inohc ido. 
Se s igu ieron las ind icac iones dcscr iptas en la 
f i gura 5.3. A y B, copas J B65 y JBb4 respect i va - 
mente, representdndose 10s datos segdn Ead ie- 
Hofstee. 

Figura 5.6.: Relac idn entre e l  t igado de L-leuc init en proto- 
pi astas de levadura y l a  concentrac ipon de am i -  
noSc i do. 
Protoplastos de las cepas 5865 (A)  y JB64 (B), 
energizados por preincubacidn con D-glucosa 5 
mM. se suspend ieron en f t a l  ato de potas io 20 
mM. pH 4,5, sorb i to l  0,8 M. y se incubaron con 
1 euc ina en 1 as concentrac iones i ndi ca- 
das en l as abs isas. A To se tomaron at fcuotas 
que se procesaron para 1 a determ inacidn de ra-  
d i a c t  ividad. 
en medio isoosmbt ico e inmediata centr ifugacidn y no por f i - I
t r ac i dn  segdn se ind ica en Mater ia les y Mdtodos. 
En I a f igura 5.6. se presentan 10s datos de f isado en 
funcidn de l a  concentracidn del aminodcido, en l a  f igura 5.7. 
e l  grd f  ico de L ineweaver-Burk y en l a  f igura 5.8. l a  repre- 
sentac i6n de Scatchard. 
Como en c l  caso de l as levaduras enteras, 10s datos in- 
dican l a  existencia de dos t i pos  de poblaciones de s i t i o s  
de un i6n cuyos pardmetros Kdl , KdZ, H I  y N2 se presentan en 
Fisttra 5.7.:  f?elaci6n en t re  c l  I ir;acio de L- lcuc ina  cn proto- 
p! a s t o s  dc l evadura y l a  conccrrtr.ac ibn dr, a!;: I - 
na6c ido. 
Se s igu ieron  l a s  indIcaciones descr iptas en l a  
f i c u r a  5.6.A y B, cepas JB65 y JB64. respect i v g  
mcnte, represent  Andose i as invcrsas s c ~ f i n  L i ne -
wcaver-Burk. 
Fig11r-a 5.8.: Rclacibn elltrc c l  I iC;3do de L-icr?cinn en p r o t o -  
j>l astos de l evadura y l a concentrnc i6n de a~it i- 
~ D S C  i do. 
Se s i p i e r o n  Ias indicacioncs dcscr i p t n s  e n  l a  
f ioura 5.6.A y B, cepas J665 )I JBGZ rcspect ivz 
mcnte, rcpresentdndosc l as dotos segCin Scatcirilrd. 

Figura  5.9.; Efecto del pH sobre l a  entrada de L- leuc ina en 
~ r o t o p l a s t o s  de levadura. 
Se s igu ie ron  l a s  indicaciones desc r ip tas  en l a  
f' igura 5.1 . excepto que 1 as incubac iones en p r E  
sencia de L - I~c  l euc ina  se l l e v a r o n  a cabo en 
f t a l a t o  de po tas io  20 mM. ajustado a1 pH i nd i -  
cad0 en cada caso. t o s  sfmbolos a h i e r t o s  co r rez  
ponden a la cepa s i i v e s t r e  JB65 10s cerrados 
a J a cepa nutante BG4, ( 0 ) LwT4C l e v c  in i l  
0 , O j  nht. ( 13 ) L- "C Ieuc ina 1.0 mM. 
(A )  y (B): Las muestras se tomaron a To. 
(C) y (D) : Las muestras se tomaron a Tg+3rn in y 
i os va l ores representados correspoy! 
den a (T0+3min) - TO = Tt* 
l a  t a b l a  5. 1 1 1 .  
En l a  tab1 a se obscrva que 10s valores obtenidos p o r  
arnbos mdtodos anal lt icos son senejantes, s iendo 10s del  s is- 
tema S1 p r d c t  i carnente un orden menor que 1 os del s i sterna S2. 
5 . 6 .  La inccrworncidn de L-leccina en protoplastos es sen- 
s i b l e  a1 DH ext race lu far .  
E l  efec to  del pH sobre l a  incorporacidn de L-leucine 
en protopl astos se estud i 6  ajustando e l  amort iguador f t a l g  
t o  de potes io  a d i s t i n t o s  valores de pfi ent re  3,5 y 5,s. 
Los resul tados obten idos se presentan en l a f igura 5.9. 
en e l  l a  se d i s c r  iminan 10s efec tos  observados sobre e l  i i- 
eado y t rans1 ocac idn para concentrac iones ex t race l  ul ares 
de aminodcido 0,05 mM, y i , D  mM. 
La respuesta observada fue s i m i l a r  en ambas cepas. Las 
var iaciones de pH ent re  4,s y j,5, no produjeron mod i f  ica- 
c ;ones s i gn i F i cat i vas en I os va l ores de I igado para n inguna 
de l as concentrac iones ensayadas, observdndose un max imo a 
p H  4 y una caida a valores in fe r  iores a este. 
La t rans iocac idn present6 vaf ores n6ximos en el rango 
de pH' 4,s y 5 para l a  menor concentracidn de t - leuc ina u t  i- 
l izada, extendidndose este rango hasta 4 para L-ieucina 1,O 
mM. A pH 3,s l a  t rans locac idn dei arninoAcido result6 s ign i -  
f icat ivanente disminutda. 
5.7, Conparac idn entre cQl u! as enteras y protop i  astos. 
Resuitados presentados por d i s t i n t o s  grupos de t raba jo  
han sefiaiado que f a  comparacibn, ent re  10s valores de 10s pz 
r6metros c i n d t  icos de l a  t ranslocacidn y/o del 1 igado entre 
c6I ulas enteras y protop i  astos (Jeanjean y co l  . 1982, N ish i- 
mura y COI, 1952) o c6 lu las  enteras y c6 iu las  sometidas a 
choque osmdtico (Wainer, 19851, permite discr iminar  acerca 
de l a  pos ib le  p a r t  i c ipac i6n de componentes de l a  pared celu- 
l ar, det espac i o  per i p l  asm5t ico y de i a meabrana c i t o p l  asmd- 
t ica en e l  proceso de transporte, 
- 
d- 
Con e l  f i n  de cemparar 10s resultadus obtenidos en cd- 
I ul  as y en protopl astos en condiciones andlogas, 10s datos 
correspondientes a 10s valores de sus par6metros se presen- 
t a n  en I a tabla 5. i V .  para I a translocaci6n y en (a tabla 
5.V.  para el I igado, expresando 10s valores de Jb, y N en 
f i pmoles de L-leucina/lO c6lulas, tanto para c6lulasente- 
ras como para protoplastos. 
Los datos de i a tab! a 5. !V,  muestran que 10s valores 
deterh inantes dc l as constantes de a f  in idad, en ambos s iste- 
mas y en anbas ievaduras, fueron menores en cei ufas que en 
protoplastos, pero esa diferencia no puede consideparse co- 
mo significativa. Paralelamente, las velocidades mdximas de 
c6 i u l as y protop i astos fueron s irn i l ares en ambas cepas, he- 
cho que sug iere que 10s componentes del sistema responsable 
de estos pardmetros se hal I an f irmemente l isados a i a mem- 
brana c i tophsrndt i ca, 
Diferente es el panorama cuando se cornparan los datos 
obten idos en el 1 isado. En este caso 1 as constante de a f  in i 
- 
dad, en pert icu 1 ar l as de l s istena S1, son rnaycres en proto- 
plastos que en cdlulas enteras, lo que imp1 ica una p8rdida 
de af-inidad del sistema de I igado por ef aminodcido. 
Esta observac i6n co inc ide con sugerenc ias previas (Wa incr 
1985) respecto de la ex istencia de aigGn componente de d icho 
sistema cuya pdrdida afecta l a  s f  in idad del sustrato por el 
s i t  io de recon~cirnie~to, 
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6. Los r c a c t i v o s  dc sru?os t i v l e s  ncrrnitcn invest isnr  l a  i o -  
cal izac idn dc los sistenas dc trans?orte, 
Con c l ohje to  de invest igar l a l ocal i zac i6n dc corn pone^ 
t c s  de 10s s istemas de t ransgortc de I euc lna que p a r t  i c  ipan 
e n  10s mecanisnos de entrada y dc t ranslocacidn del aminoaci 
1 os s i sternes caracter  i radog se estud id el c fec to  de reac t  ivos 
de Srupos t i o l es  de disk  i n ta  penetracidn en la barrcrc; de 
~errneab i 1 i dab. Ademas u t  i I izando concentrac iones extrace l u Is 
r o s  de L - I ~ C  leucina 0,05 ml4. y I , , concentraciones en 
l a s  cuales operan 10s sistemas S y S2 rcspectivamente, se I 
e s t u d  iaron d i fe renc ias Funcionales ex is tentcs  cn t re  ambos. 
Los reac t  i vos de grupos t i o l  es fueron u t  i 1 i lados por nu- 
merosos g r u T a s  de invest igacidn que establec ieron ! a part i- 
c ipac idn func ionai de grupos t i o les  en procesos de t r a n s ~ o r -  
te de d i s t  intos sustratos zn organisn~os procar io tes  (Fox y 
Kennedy, 1965; Fox, 1969; Jan ick y col. 1377) y eucar iotes 
(Takadera y Mohr i, 1983; Yotins, 1980; Aanos y cot. 1963) y 
su pos ib l c  r e l a c i 6 n  con la var iac idn del potencia! de membra -
na ( ~ o h n  y cof  . 19EI ; Rab i i t ard y Laseveen, 1983). 
En  ~ e n c r a l  , todos 10s ensayos se o r  ientaron a d iscr i m  i- 
nar en t re  2ruDos tioles local  izados en d i s t i n t o s  entornos 
~ r o t o  i cos do l os s istenas S y S2 ned i ante c i enpl eo dc reac f - 
t i v o s  de d i s t i n t a  so lub i i  idad, reac t i vos  h idrosoluLles 6 l i- 
posol ubles y su r e i ac idn  con l a  barrera de permeabi l idad me- 
d i ante e 1 uso de r eac t  ivos e s t r  ictamente no penetrantes al 
espac io  i ntracc i u i ar .  
Su ut i l i zac idn en cc?l ut as entcras y protop i  astos pern i- 
te discr iminar la park icipacidn de grupos t io les  presentes 
en pro te inas def espacio per ipfasmdt ico o l a  pared ceiu lar ,  
De acucrdo a l o  expuesto 10s react  ivos cnplcados fue- 
r o n  l o s  s igc  i cn tcs :  
a )  N-et i lmale i m  ida ( N E M ) ,  de rdp ida penetrab i l i d i d  e n  l a  ct? - 
lu la.  
1;) E!-fenilri~aleirnida (NFM), un derivado de r ~ a l e i n i d a  ~ilds h i -  
drofdbico que l a  MEM. 
c) Glutat ion nalc imida I (GSMAL I ) ,  derivado de maleimida 
que no pcnetra cn la  c B l  u l a  (Abbott y Schachter, 1976). 
d) Acido Fluorescefn mercuriacdt ico ( F M A )  reac t i vo  be grupos 
t ioles con a f  in idad por Srupos local izados en e n t o r n o s  
I-i i d r o f  I t  icos. 
Todos los cnsayos se rea l  i ra ron con c6 l  ulas con a i t a  
carga energdt ica por pre incubac idn con D-91 ucosa. 
6.1, La entrada de L-leucina cs sensible a K-etilmaleirnida 
(NE!~) .  sus e f c c t o s  no r e s c f t a n  modif icados par e l  d i -  
t i o t r e i t o t  (DTT). 
6s1.1. Ensayos en protoplastos 
Los resul tados obtenidos en e l  estudio del efecto  de 
concefitracIones crec ientes de ){El4 sobre e l  t ranspor tc  de 
L-leucina sc presentan en la f igura 6.1. Se observa que en 
l a s  dos cepas estudiadas las mayores ~ o n c e ~ t r a c i o n e s  de NEM 
inh i b  ieron parcialmente t an to  el I igado como l a t ransloca- 
c i 6n  def amino5cid0, For e l  con t ra r io  l a  NEM en concentra- 
c i 6n  IO-~!.L estirnul6 l a  t renslocacibn, siendo cl sistema 5 ,  
m a s  sens i b l e  que e l  s i  sterna S2. Es conven i e n t e  ind icar  que 
e n  d i s t  i n tos  exper inentos Ids  val ores de e s t  imul acidn pre- 
sentaron variaciones que osc i ia ron  en t re  20% y 60% de est f -  
mulo respecto dcl contro l ,  en todos 10s casos e l  e fec to  en 
l a  cepa si l ves t re  JB65 ( f  isura 6.1 . A )  fue mayor que en l a  
10 '4 5 x 1 0 ' ~  
NEM ( M I  
F i n u r a  6.1 . A :  E f c c t o  tie NEE! s o b r c  i a e t ~ t r o c i i l  dc L-lci:c i r ~ o  
c n  ; > r o t u p  l as-29s. 
P r o t o ~ > I  astos c n c r s  i zacbs dc I a <:e?a J B $ 5  F o r  
I-zrc i n c u b a c  i b n  cot? D-s;l u c o s a  S in i t ,  sc s i i s p n -  
- d i e r o n  e n  f - tn !  ato de putas  i o  2C :.I!.!. !3!i 4,>,  
sorbitol 0.8 LI, y se i n c u b o r o n  c o n  L - I ~ c  l e u  -
c i n a  e n  p r e s e n c i a  de  c r ) n c e n t r a c  ioncs crecie2 
t e s  d e  N E M  segcn sc i n d  ica e n  l as  a b s  i s a s .  
La MEM sc a s r e g 6  a To-lL,in y sc t o m a r o n  nuts 
t r a s  o To y T0+3rnin que se p r o c c s n r o n  para  
I a deter-m i n a c i 6 n  dc l c o n t e n  i d o  de r a d  iact i v j  
clad i n t r i x c c l  ul  ar. Los s f r n h o l o s  nl) i c r t o s  c o r -  
r e s p o n d e n  a 10s I i g a d o s  c o n  L- I'c l c u c i n a  
0,05111Fi. ( 0 ) y I ,O mE.i. ( ) y I ~s s2n:bo I os 
c c r r o d o s  o !,as t r r l ~ ~ s l ~ ~ ~ i l ~ i o ~ e s  (Tt = Ti)+3m i n -  
To) c o n  L-'"c l cuc i n a  0.05 nli. ( @ ) y 1.0 
"h." ,*.A. ( ). Los r * c s i ; l t a d u s  sc cs:,pcs~,n cotno 
porciento cie e n t r a d a  tic1 contrr)l s i n  t4Ef.1. 
c e p a  . . ; ~ ? t a n t c  J 363 ( f i 9 u r a  6. I .  B). 
10 n:.i. ifr;ra;lt-\te I5ii1 ini;tos, prev io a l a med iila de incijrporu- 
c ibn dc leuc ina.  Los resultad:>s o b t e n  ir!os sc ? p c ~ ~ ~ ~ t ; ~  c l r  l a  
5 x 1 0 ' ~  
N E M  ( M )  
F i SL;I“I 6.1 . C: E recto Jc t iEl i  sohrc l a cntrai!a -clr? L - l  c u c  i n.2 
C17 :31'9-~:_0~1 o E i t 3 ~ .  
Sc s igu i e r o n  t a s  in'] icac i o n c s  c l c s c r  i ~ t a s  e n  
l a f i ~ u r s  6. I .  A c o n  p r o t a p 1  n s t o s  cic I 3  cepa 
n u t a n t c  Je64. 
t a b l a  6.1. 
E S ~ O S  r e s ~ ~ l  t a d o s  d e m u e s t r a n  q u c  p o r  cste t r a t a i a  iento 
n o  sc m o d  i i' i caron l os va l arcs de en t r ad i \  iic l aiil i node i tlo, 
rcsu  l tados s i r ; ~  i l a r e s  se o:?tu\~ icron a5rcSanJo 13TT tin corto 
t i c m n o  a n t e s  Je l a  L - l c u c i n a ,  l l e v a n d o  a cabo l a  acdida te 
i n c o r p o r a c  i6n e n  su p r e s c n c  ia .  
E l  c recto de kEM sobrc l a i n c o r p o r a c  idn dc L-l  cuc i n a  
c n  p r o t o p l a s t o s  p r e i n c u b a d o s  c o n  DTT se p r c s c n t s n  l a  ta- 
h1.a 6.1 1 .  En c l l a se o!sscrva q c c  I os e f c c t o s  son s i:n i 1 aves 
a 10s c i c s c r  i:>tos a n t c r  i n r :ncn te  c o n  p r o t o p l a s t o s  n o  $rntah!os 
t a n t o  e n  la  cciza s i  lvcstre carilo en l a  r : lutantc ,  e s  dcc i r ,  c n  
e s t a s  cond ic ionos e x p e r  ir:cntal cs 110 se o b s e r v a  l!n e i 'ccto 
tlcl DTT sabre grl;pos t i o l e s  part ic ipantcs cn el necan is1.1~ 
dc  c n t r a d a .  
r a b l a  6.1 ,: EFECTO DEL DTT SOHBE LA ENTIJADA I)E L-LCIICINA EN PROTOPLASTOS, CEPAS JR6S Y JRG4. 
Cepa 
Pro top l  astos cnc rs  izarfos con D-gl ucosa 5 mbl. se incubaron con DTT 10 m51. en sorb i t 0 1  0,8 h1 
duranCe 15 minutos. Poster iormentc sc e x t r a j o  e l  DTT del medio por  cen t r  i fugac idn  y 10s p r g  
t o p l e s t o s  se rcsvspent l ieron f t a l a t o  de potas io  20 mM. pll 4,5, s o r b i t o l  0,s I e incubs- 
FOn con L - ' ~ C  l euc ina  0.05 mM.(SI) y I ,O rnbl.(S2). A To y T0+3rnin so tolneron muestros quc sc 
procesaron para l a dcterm i n ~ c  i6n de l conten ido de r a d i  act i v  idad i n t r n c c l  ul  ar  para e l  cbl cu- 
l o  de 10s va lo rcs  dc I igildo y t r a n s l o c a c i d n  (To y T t  =T0+3rn i n  - To).  
Los resu l tados  se expresan en p o r c i c n t o  de entt-ada respccto de l  c o n t r o l  s i n  pre incubar. 

3 6.1 Ensayos en C C ? ~  ul  as cntcras.  
En c d l t t i c s  enteras se e s t ~ d i b  e l  c f e c t o  de f a  ?!lt:.: en 
cond i c  iones an61 ogas a 1 as u t  i 1 izadas en p r o t o p l  astos.  10s 
ccn t rac iones  de REEI I nth!, inh ibcn el I igado y  I il t r a n s i o c 2  
ci6n, sin: l a r  a lo haf fad3 en ~ r a t o p l a s t o s .  Las menores 
A 
concen~rac ioncs  de NEQl ensayadas ( I O - ~ B I ) ,  produjeron un 1 i- 
oero e s t  inuic de l a t r a n s l o c a c i  .?n dcl  sisterna S1 en l a s  dos 
cepas, efc&o que se r e p i t  i6  sistei;li5t icamente en todos 10s 
e n s a y o s  real i t a d o s ;  sobrc el 1 isado de ese s i s@er;~c? y sobre 
Y *  
el s is tena S? no se ?rocu,jeron ;nodif icccianes sicn i f  icat i -  
vas. 
S c ~ d n  se describid e n  Gateriales y f.'t&todos, en l a  pre- 
p z r n c i d n  de ~ro top las -kos  / a s  c ~ I  ui  Q S se sorileken a t;n p r e t r a -  
taziento c o n  CTf. Ya que este t r a t a n i e n t o  p ~ d r  l a  ser  r e s p o ~  
saSle dc I as di  ferenc ;as obscrvadas c n t r e  ce?l ui  as enteras 
y  ~ ~ o t o p f a s k o s ,  sobre tods en !as est inulacioncs, se ensayd 
e l  efccta de i a NEM sobre c6I ul as enteras pre t ra tadas  con 
DTT y los resu l tadas  se g r e s e n t ~ n  en l a  t a b l a  6 ,  ! V .  
Los rcsultados obtcnidos en c s t o s  ensayos Fueron sini -  
i ares a i os  ubtenidos con c&i u ias  s i n  t r a t a r  con DTT; es tc -  
blecidndose una analog fa  con  lo observado en protopl astos, 
e l  efecko ?roducido por  f a  MEM no r e s u l t 6  mod i f  icado po r  e l  
p r e t r a t a ~  iento con DTTs 
6.2. La ti-fenilmaleimida ( N F ! ~ )  t a x b i 6 n  es capaz dc mod i f i ca r  
l a  en t radn d e  L-leucina. 
La NFM es un der ivado de la NEM de caracter mds hidrofg  
S i co  deb ido a que posee un grupo fen i l o como sust i tuyente en 
I ugar de l g r u p  et i I o presente  en ! a NEM, 
Tnhl a 6.1 1 1 .  : EFECTO DE MEM SOBRE LA INCOI?PORACION DE L-LEUC IiIA Eh CELULAS EnTERAS. 
J B 6 5  NEM 1 o - ~ ~ I  
NEM 1 0-'f4 
J B64 NEM I Q ~ ' ; ~  94 1 1 . 5  1 03 1 00 
Se s isu ieron I as ind icsc iones descr iptas en l a f igura 6 *  I .  excepto quc en I ugar de protopla2 
tos se emplcaron cOlulas enteras.  Los rcsul tados 90 exprcsan como porcicnto dc cntrada res- 
p e c t ~  de l contra l s i n  lIEf.1. 
Tat1  a 6 .  I V m  : EFECTO DE t!E>1 SOBRE LA I NCORPORAC I014 DE L-LELJC I N A  ELI CELULAS E~YTEIZAS PRETiZATAe 
DAS COlJ DTT, CEPAS JBGS Y J BGrC. 
HELI 10-'"!.1 
NEW 1 0 - ~ b 1  
So s iguierot? l as indicaciones t.lescr*iptas en l a  tab1 rz 6.1 1 . exccpto clue cn l ugar tlc protoplnz 
t o s  se cmplearon c d l u l o s  enteras.  Los resul tndos se exprosan como porciento de entrada res- 
pecto del control s i n  NEM, 
La mayor 11 i d ro foh i c idad  I c  conf i c r e  a l a  moldculo ms- 
yor  penetrab i l idad en l a  rncrnbrana p l  asm5t i ca  y  pcrrn i t e  dc tes  
t a r  l a  presencia de Srupos t i o l e s  ubicados en entornos h i d r g  
F6b i cos de l as ? r o t e  inas. 
En condic ;ones expcr imcntales s in  i I ares a I n s  empleadas 
con MESf se est i rd id  el e f c c t o  de NFt4 sobre l a  entrada de leu- 
c  in3 en cc?l u l  as enteras y p ro top l  astos. 
Los resu l tados  presentados en la f i g u r a  6.2.A y B son 
10s o b t ~ n  idos en ?ro top t  nstos de l as ccpas JB65 y 5864 res- 
p e c t  i vnmente . 
r 
En e l  sisternil S2 de l a  ccpa s i l v c s t r o ,  l a  NFW 1 0 - ~ ? 4 m  
produ jo  una inh i b i c i 6 n  pa rc ia !  de 10s va lo res  de l igado y 
e s t  imulaci6n de 10s de t rans locac idn  s i n  a f e c t a r  l a  entrada 
de i euc ina  por  e l  s istema SI. C ~ ~ c e n t r a c i o n e s  mayores del 
-3 
r e a c t  ivo, cono I @ t4, r e s u l t a r o n  in11 i b i t o r  ias de 10s va lo res  
de l igado y  t r a n s l o c a c i d n  en 10s dos sistemas. 
En l a  cepa nutante no sc observaron e s t  tnu los a concen- 
- 
t r a c i d n  externa 1 o - ~ ~ I ,  s in enbargo, esta concontrac i5n ink i- 
S i b  parc ia lmente 10s valores de t r ans locnc i6n  de i  sistema S2 
s i n  a f e c t a r  los va lo res  de t r a n s l o c a c i d n  del  sistema S (  n i  
l os de 10s l i~ados dc n inguno de l o s  dos s isternas. Concentrs 
c  iones nayores produjeron inh ib i c  ;ones de 10s l igados y  I as 
t rans locac iones  de ambos s istentas, s icndo cas i t o t a l  f9Cs) 
m 
l o  inh i b i c i 6 n  dc l a s  t rans locac iones  a concentrecidn IC-'!~. 
6.2.2. Ensayos en c e l u l a s  enteras. 
Los resul tados obten idos en cdt u l  as enteras se presentan 
en l a  f igura 6.3.A y B para l a s  cepas s i l v e s t r c  y mutante 
F i ~ t l r o  6 . 1 . : E f c c t o  de #Gi sobrc l a  cntrada d c  L-lcucinn en 
;>rate:> l astos. 
Sc s i 511 ieron l a s  incl icac iones dcsct- i;.;.t;as en l o 
f igiira 6.  I . A  y 6 cxccpto cjuc sc ealpleb !.:Fi.i. 
( A )  Ccpa s i 1 vest rc  JB65; (6 )  ccpe i2ctoi;te J R G Z .  
SlTo ( 0 1; S i T ,  ( ; s,To ( ); s2Tt ( . 1- 
Fisur-n 6.3. : Efcc to  cie b!Fli sabre la cntraiia c!e L - 1  euc it;:> c , ~  
cdi i ! las cnteras.  
Sc s i ~ u i e r o n  l a s  i n d i c a c i o n c s  d c s c r i p t a s  c n  la  
f i s u r a  6.1 . A  y B cscepto qce se emj>learon c ~ l c  - 
l a s  e n t e r a s  a u e  $tieron trataclas con fiFt.1. 
( A )  Cepa s i l v c s t r e  JRG.5, ( G )  CC;:;: r.~u;iante J E G 4 .  
respect ivarncnte. Estos d i f ieren s isn i f  i ca t  ivarncntc de i os  
oLten idos en protopi astos. 
Resulta notable l a  f a l t a  de sens ib i l  idad de 10s I igados 
1 
dc ambos sistemas a Ia NF?4 aGn a concentrncidn IO -~ :~ : ,  condi- 
c; 6n que resu l  t 6  capaz dc produc ir 50% de inh i b  i c  idn dei l i- 
gado en protop f astos. 
Ademas, el grado de i nh ib ic  idn observado en i as t r a n s l o  
cac iones afin con f a m4x ima concentrac idn ensayada, resu l  t6 
s ign if i c a t  ivamente i n fe r  i o r  a! a l  canzado e n  protopl astos. A 
pesar de el 10, l a mayor scns ib  i l idad cbscrvada en pro top l  as- 
t o s  para l a  t ranslocacidn del s i s t e m a  S2 en l a  cepa 5864 se 
.detect6 i o s  ensayos en cd lu las  cnteras. 
Estos resu l  t z d o s  sug ieren que l a  transformacidn de c4- 
l ul as en ~ r o t o p l  nstos produce nod if icaci  ones que se traducen 
en un aunento de l a  react iv idad de 10s grupos sensibles a la  
presenc i a de este reac t  i vo. 
S i sc t iene en cuenta aue en 1 a preparac idn de l us pro- 
t o p !  astos es remov ida f a pared cel ul a r  y como consecuenc ia, 
es l iberado al medio e l  contenido del espacio periplasmdtico, 
es pos ib le  considerar que gstos podrfan const i t u f r  a s l  l a  
pr imer Sarrera a atravesar For  cualquier sust ra to  antes de 
set- incorporado al  i n t e r i o r  de l a  c Q l u l a .  
Es tanbien importante tener en cuenta que en l o s  proto-  
p i  astos I a mcrnbr-ana pl asmdt ica se hal l a expucsta en forma 
descub i e r t a  at rned io externo por to  que un reac t  ivo I ipo f  ll i- 
co, como l a  tiFM, in teractuard faci lmente con dsta, como con- 
secuenc i a  de su p a r t  i c i 6n  enkre dos medios inmiscibles. 
6.3. tos crupos sensibles e l a s  maleimidas no se t ~ a l i a n  orien-  
tados hacia l a  superf  i c i e  externa de l a  cc?lula. 
La g l u t a t i b n  maleimide I ( W i A L  l),como ya se describib, 
es un dcrivado dc l a  maleimida que posee vnido a1 ciclo, una 
no lecu la  de s l u t a t  idn que recrnpl a=a al r c s t o  ct i l o  prescnte 
e n  l a REf.1, e s t a  sust i t uc  idn l a  conv i e r t e  en un conpuesto in- 
capaz de atrzvcsar I a membrana c i t o p l  asrndt ica y por I o tan to  
r e s u l t s  nay Ct i l  para l a  dctecci6n dc grupos % i o l e s  o r  ienta- 
dos hacia e l  e x t e r i o r  de f a  cc?lula. 
Los resu l  tados obten idos con pro top l  astos a1 estud i a r  
e l  efecto de l a  GShlAL 1 sobre el t ranspor te  de t - leuc ina se 
presenta en l a  tabla 6.V. No se observaron efectos de GSMAL 
1 en 10s l isado n i  en l a s  translocaciones de L-Ieucina. 
-3 Abn concentrac iones JO W ,  del reac t  ivo fueron inefec- 
t i vas  en nod i f  i car  e l  t ransporte dei  aminoBcido a t iempos 
de incubaciSn de hasta 20 minutes. Esta ausencia de efecto 
3or un reac t  ivo impermeobl'e indica que ios  srupos sens ibfesf  
a las d i s t  intas maleimibas, responsables de 10s e f e d o s  de= 
c r i ~ t o s  previamente, no son accesibies o no se ha l l an  or ie2 
tados hacia l a  supe r f i c i e  externa de l a  nenbrana citoplosrn5- 
t ica. 
6.4. E l  Acid0 f luorescefn  rnercur lackt ico ( f b f ~ )  afecta p r i n c i -  
calnente e l  f ipado de L-feucina For  e l  sistema S2. 
Con el 2ropbsi to de indagar fa local i zac ibn de grupos 
t i o l es  en entornos h i d r o f  ZI icos se es tud id  e l  e fec to  de FHA 
sobre i a entrada de L-lcucina, i o s  resul tados obtenidos se 
presentan en l a  t a b l a  6.V1. 
Se observa en esta  tabla que en ambas cepcts 10s resu l -  
tados obtenidos fueron sirnilares, l o s  vaiores de I igado & I  
sisterna SI no sc nodif icaron por este reac t  ivo per0 se pro- 
dujo una inhibisidn parcial de los mismos en el sistema S2, 
en este d l  t ins caso l a  inh i b i c i d n  fue de un 20% con las Con- 
centraciones mds a l t a s  empicadas. 
Tab1 a 6. V e  : EFECTO DE LA GSh1AL I SOBRE L A  ENTRAI),\ DE L-LEIIC I NA EN PROTOPLASTOS. CEPAS J B65 
Y J064.. 
T 0-20 min 
. -- - - -- -- - - -  
Protop l  sstos cncrgizndos por  preincubacidn con D-glucosa 5 mC1. se sirspcndicron c n  f ' t a l n t o  
dc potos io  20 rnl.1. pH 4,5, sorb i t ~ , l  0,s hl .  y sc incubaran con L - ' ~ C  I cucino 0,05 s ~ l l .  ( S I  ) 
y I mM. ( S 2 )  en prcscnc ia  dc GSMAL I cn l as concentrncioncs ind icodas. La GSMAL I sc agrcgd 
a TO-smin 6 T0-2olnin segbn corrcsponda y a To Y TQ+J,;, sc ton~nron r n ~ ~ e s t r o s  que se proccsa- 
r o n  p a r a  l a  dctcrnlinncidn dcl  co t~ tcn ido  de r a d i a c t i v i d a c f  i n t r o c e l u l o r  a p a r t i r  de l a s  cualcs  
sc cill cu l  oron 10s val  ores d c  I igoc!o y t ~ ~ r l g l  occacibn (To y Tt = TO+;,,, in  - TO) 
Tabla  6 .Vl . :  EFECTO DE FCIA SOCRE LA ENTRADA DE L-LEUCIIJA EN I)ROTOPLASTOS. CEPAS 3065 Y JROi!. 
'dl 
z zz 5 3 
z.: CJ ;- I 
Se s i g u  i e r o n  l o s  indicnciones clcscr i p t a s  cn l a  tab1 a 6.V. exccpto que se emple6 FLlA que se 
adiciond a T en l as conccntrac ioncs i ncl i cados. 0-Sm in 
r J J 0  
7 :&. 3 
7 -. I-. lo 
6.5. Los r c s c t  i v ~ s  dc oru;.ms t i n l e s  son c m a c c s  c l c  i ~ h i b i r  
1~ r e s ~ i r n c i d n  c c l u l a r .  
Debido a que el proceso dc e n t r a d a  del aminodcido a 
l a  c 6 l u l a  invo lucra  un cornplejo tnccanismo quc inc luye  el 
reconoc  in i en to  y I isado d e l  s u s t r a t o  por  l a  cdl u l  a, s u  t r a n z  
t o c a c i b n  y ;.>aster io r  I i !xracidn a1 medio i n t r a c c l  u lar ,  as1 
cotno el acopi a m  i en to  dc I a e n c r g l a  d ispon ibl c p a r a  l l e v a r  a 
cob0 este Froceso,  debenos c o n s i d c r a r  a i  anal i = a r  el t r a n s -  
p o r t e  1 o s  p r c c e s o s  e n e r g e t  icos ,  t a n t o  Senerac  idn como aco- 
p lani icnto  de lc rnisma, quc p e r n i t e  l a  acunulac idn  dcl  s u s -  
A b r a t o  t r a n s p o r t a d o .  
A p a r i i r  bc c s t a  cons idc r ac idn  y con cl f i n  de conccer  
i o s  p o s i h l e s  s i t  fos dc ncci6n dc 10s r e a c t  ivos de s r u p o s  
t i o l e s  se e s t u d  i a ron  tanrbiBn s u s  e f e c t o s  sob re  l a res.; i r a -  
c i b m  ccl ul ar, cons  iderdndai  a  como pardmetro e n e r ~ 8 t  ico del 
netsbol isno cel u l  a r .  Las rned i d s  dc consumo tie oxfccno sc 
i i e v a r o n  a  cabo e n  c ~ n d i c i o n e s  a n a l o s a s  a l a s  empleadas e n  
I a s  determ inac  ioncs  dc i n c o r ~ o r a c  i 6 n  de 1-1 eucina s e ~ f i n  se 
d e s c r  i b id en b!atcr i a l e s  y :Ilbt;odos. 
La f i c c r a  6.4. $, prcsecko  l o s  t r c z a d o s  dcl  c o n s u n 3  de 
ox l ~ e n o  tic protc:>l astos e n c r s  i zodas dc  1 a cepa s i l v e s t r e  
5 86 5 y sc r e s ~ u e s t a  a l a p r e senc  i a  de ?!EM. En el l a se apre-  
c i a  que cf consumo d c  oxfseno no r e s u l t 6  a f e c t a d o  por  !!E!4 
e n  c o n c e n t r a c i o n e s  10-4f4. y  5 x 10-~1.i. For el c o n t r a r i o ,  
es-ke consurns se dctuvo rBp idancnte por  ad ic idn de REi-l 1 nM. 
E l  9rZf ico d e  1 a f i s u r a  6,q.B p r e s e n t a  los r e s u l t a d o s  
o b t c n  idos e n  cond icones  andl o ~ e s  con XF14, e n  c o n c e n t r a c  idn 
- 4 -5 
10 :i, o  i n f e r  i o r  ( 1  0 ), no a f c c t b  el consumo dc o x f o e ~ o  
de l a  I cvadcra e n  t a n t o  que e n  c o n c e n t r a c  i6n ' I n5i. produ jo  
unG inmediata i n h i S i c i 6 n  de la  r e s p i r a c i d n  c e l u l a r .  
( a )  control 
(b) 0,l mM 
(c)  I mb1 
Firiura 6 .4 .  : 'if'ccto cfc, react iv-3s c l c  gri!pos t i:)Ics so!>rc e i  
consumo de oxfoeno ell protop las tos  ~ i c  i a  ccpa 
JB65. 
-
Pra top I  astos dc 1 a cepa J B05 cncr! j  i zc~tfos [;or 
?re i ncubac  ibn  cot, D-cl ucosa 5 i;~:.;. sc s u s p e l ~ , !  i c  
- 
r r o n  cn f t a l  ato  de potas io  20 m,!i. ;dl -;, 3 ,  sort ) i  
- 
t : 2 1  Or?.  E.l. y se s i ~ ~ t r i b  cl consulit,, dc o x i g c ~ ~ o  
s c t . G l 7  sc describe c n  !~li~terialcs y Lt~?toi!os.  En 
e l  i t ~ s t a n t c  indicado por i a f'leciia se agt*cyat*dn 
react ivos quc sc espccifican en caila caso '1 1'1 
concentraci6n i n d  icada cntrc pardntes is .  ( A )  
HEM; (B )  NFII. 
Con cl FNA en e l  ranpo dc l as concentraciones e s t u d i a  
-6 das 10-4hi - I C  hi no se ot;scrvnrcn o i s c t o s  i n h i b i t o r i o s  so 
brc  e l  consuno dc oxlgeno. 
Estos resuf t a d o s  perm i t e n  cons i dc ra r  que c icrtos e fez  
- ?  
t o s  inti ib i t o r  i ~ s ,  coma 10s dc E!E$! o NFtI 10 L1.l. , podr fan e= 
t a r  asoc iadas a l a  acc idn dc 10s r e a c t  ivos sobrc 10s mcca- 
n isr;los gencradores de cnerg fa  coma lo cjeinpl i f  i ca  l a  dc te r  -
n i n a c i d n  de l  consumo de o x i ~ e n o .  En contraste,  l a  ausencia 
dc efectos  dctec tab l  es sobre l a r e s p  i r a c  iCin cel u i  ar, como 
con b!Ehi, liFX y FbiA I o-~M, jcrn it i r fan suger ir quc l os cfc+ 
t o s  observados sobre l a  entrada d e  teucina podr fan r e l a c i z  
narse c o n  cna ~ c c i b n  d i r e c t a  de eszos r e a c t  ivos sobrc 1 as 
cn t idades  respfinsables dei t r a n s ~ o r t e .  
7.  P a r t  i c  i>ac i 6- &el 3otcnc  i z l  dc mcnf;rnnn. 
7.1.  cud rclaci5n e x : s t c  c n t r e  cl r r z d i e n t e  c l e c t r o c ~ r f a i -  
co  y el t rans :3or te  dc n u t r  i c n t e s  ep Icvadcras? 
l-ia sido f i rrnencntc e s t a b l e c i d a  1 )  ~ z r t i c i p a c i b n  dc ~ r s  
dientes c l cc t roqu fm icos e n  p rocc sos  de  i n c o r p o r a c i d n  dc n> 
t r  ientes e n  d i v e r s a s  c61ulass En ei caso dc \as bacecr  ias 
I s  gene rac idn  dc e s t e  t ipo de crad ien . t e s  pcrir, ite l a  acuml;- 
l a c i d n  de d i v e r s o s  n u t r  i en t e s ,  y cono ya se ha  corncntado, 
se ha1 Ian Intimamente invo lucrados  e n  i a  e ene rac idn  de ATP. 
I i bids afin, l o s  r c s t i l t a d o s  de es-tudios de t r a n s p o r t c  e n  vcs Z- 
cu 1 2s d e  r;;cclSranr7 c i t o p l  asmat ica  de b a c t c r  i as, k a n  a>or tado  
resu l tados quc cu r robo ran  y reafi rtnan l a h i p d t c s  i s  cu in ias 
ndt ica de Ztikct:cl I ,  
En cl ca sa  dc otros microor~anisnos hny nenor i n f o r n z  
c i S n  de l a  r e l a c i b n  c x i s t c n t e  c n t r e  el t r a n s p u r t c  de n u t r i e q  
t e s  y el y rad  ienkc c l e c t r o q u l m i c o  a I r a v 6 s  dc l a  menbrana 
citopl izsnSC ica. T r e s  l fncas  de t r a b a j o  contr ihuyen a cons  i -  
d e r a r  que el s iskcma de  + r a n s ? o r t e  a c t  ive-potenc ial de men- 
branrl o ~ c r a  en Sa~cf- .ar .x ;~ ,ccs  c e r e v  is iae: n )  a!  gunos ozdca- 
res  coma naitosa (Seaston y co!, 1972, S c r r z n o ,  5 377)  y am1 
 nod^ i d3s csno g l ic ina y p r a  f i na (Seaskon y ca I .  1 973) se 
c o t r a n s p o r t a n  can ?ro tones ,  b) c i e rkos  cst iones l ipo?Sl i- 
cos se acuxclnn en l evadu ra s  ( ~ a c a t a  y c o l .  I981, Boxnan y 
cola 1~2:) 13 que s u s i e r c  ta  exis tencia  de zn potencia1 elec 
t r a q ~ f i ~  ~ C O  de mernbrana, y c) se h a  dcmos-lr~do lo e x i s t e n c  ia  
de cna ATPasa d c  ncmbrana ci-ko?l asnbt ica  capaz de  pene ra r  u r  
~ r a d  i c n t e  el e c t r o ~ u  ln ico. 
Asiaisrno i n  r c t c c i 6 n  e x i s t e n t e  e n  l evadurns  entre e l  
transportc ac t  i v ~  y e i srad iente el edraqc  lrn ico de ncnbrana, 
que i n c l  uye un e r a d i e n t e  e i 8 c t r  ico (Ay ) y un p r a d i c n t e  de  
c o n c e n t r a c i d n  dc ? r o t o n e s  ( Apf4), y l a  p a r t  icipacidn de l a  
protdn ifTPasa no ha srdo defin it; ivarnentc estabfecido. 
Con el fin dc indagar cste problema como parte d e  nuts 
tro estud io de! transporkc dc 1et.i~ i n j  en S,ccrevis iae, se 
decid id rcal izar l a  dcternl inacidn 4el ~radiente dc 7rotones 
ex istcnte en I as cond i c  iones expcr imentales ut i i izadas en 
los  ensayos dc in~orporaci6~. Esto ha ido re1 ncionar 
el gradiente de pskencial con e l  estado energgt ico ceiular 
y fa3 ned idas de incorporacidn de leucina. 
7.2, La difusidn dc un Scido ddbil al interior de In c6Iufa 
aerm i t e  e s t  irnar e i srad iente de pH. 
La mcdida be dist~ibuci6~ de un 6cido ddbi l  no n e t a b o -  
l i =able, entrc l os coinpart imentos intra y extrace'l ul ares, pue -
de ut i l i zarsc para cuant if icar e 1 grad iente de protoncs a 
travds de 1 a mernbrana c i topl  asm6t ica (~ottember~, 1979). 
Para poder cal cular t a concentracidn intracei ul ar se 
determ in6 e i conten ido de agua i ntrace / u I ar s e ~ 6 n  se descr - i 
b i 6  en tbiatcriafes y MBtodos. El valor ohtenido en e s t a s  de- 
terminaciones fue 2 rnl/g, de peso seco. 
Sc real iraron poster iormente exper ienc ias .ut i I izando 
dcido prop idn ico marcado isotdp icarnentc, segGn dcscr ib icran 
De la PeGa y col. (1982) para la deterninacidn de un gradiec 
tc do pti e n  levaduras dc I a cepa JB65. Los resuitad :s  obte- 
n idos presentados en la tab1 a 7. I .  muestran que la recuperg 
cidn del dcida propi6nico rest;ita ineficiente. Un alto por- 
centaje del nccleldo se pierdc ,  sobre todo al ut i l  i za r  e l  
Qcido propidnico marcado en el carbon0 uno. Este hecho su- 
giere 15 mctabolizacidn del dcido presuntamentc por un pro- 
ceso de descarbox i l acidn (~arnos y col . 1969), 1 iberdndose , 
parte de la radiact iv idad como didxido de carbono. 
.4I ut i l izar dcido benro ico en cond ic ;ones andlogas se 
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F i g u r a  7.1 .: Incorporaci6n de dcido benzoico e n  c 6 1 u l a s  
encrg itadas de la c c p a  JB65, 
Cdi ul  as energ izadas por prc i n c ~ b s c  ibn c o n  D -  
~ f l  u c o s a  se s u s p e n d i e r o n  e n  ftal n t o  de pota- 
s i o  20 mM pH 4,5 y se incubaron e n  presencia 
dc Bcido "C benroico ( ) 0,Cl m?*t, ( 0 ) 
C,05 mM, ( A  ) 0 , I  rnh1 y ( ) 0 , 2  mkl, A 10s 
I; iernpos ind icados se totnaron al  fcuotas quc 
sc procesaron para l a determ inac i6n de rad  iaz 
t iv  idad. 
v e r i f i c b  una recuperacidn satisfactoria , T a b l o  7 , 1 . , p o r  lo 
q G e  se c o n s  i clcrd aprop i i lcio su empl eo para I I c v a r  a cabo l as 
La {'icjcra 7 .  I .  presenta los rosul  tados dc c x p e r  i~ncntos 
real izados para determ inar e l  t ien~po necesar i o  jlara al  canzar 
un estado de C ~ L I  i l ibr io de distr i b ~ c  idn con dist intas con- 
centrac ioncs cxternas de Qc ido bcnzo ico en cbl ul as energ i -  
zadas de la cepa J605. En el ranso de concentraciones de 
@ , O f  mh!. a @,2 mM. se observ6 una rdpida incorporacidn , y 
en todos 10s casos a partir del  mintito de ensayo se alcan- 
z6 un estado cstacionar io, 
De l a re1 ac i6n de ccncentracioncs intra-extracei uf ar, 
dc lils especies radiactivns (Ci/c,), se calculd el valor dc 
pH introcel ular de acuerdo con la sigt; iente ccuacidnr 
Los resultados obtcnidos con dist intas concentraciones 
externas de dcido benzo i co  resuitaron s ini i ares y se p r e s e n  
- 
t a n  en l a  tabla 7 .1 i . ,  a partir de Bstos  se empled dcido 
b e ~ z o  ico O , C 5  rill, para real'izar l as determ inac iones que sc 
descr  i ben a c a n t  inuac i6n. 
. 
7 . d ,  La energizacidn de !as celulns con 9fucosa se t r a d u j o  
en un aumento d e l  pH intraceluiar. 
Ccando 1 a [:led ida de d is t r  ibucidn del dc ido benzo ico se 
real i z S  en Icvaduras s i I vestres con d i s t  inta carga encrgdti 
ca se obtuvieron ios trazados presentados en la f igura 7 .2 .  
Las levadcras con haja carga enerqdt ica por ayuno, con 
alta carca  energdtica par preincubacidn con 5-glucosa, o 
ayunadas que consumen D-g l ucosa en forma s imu I tSnea, i ncor- 
poran el dcido hnsta alcanrar un equi l ibr io .  En todas l a s  
condiciones ensayadas este equ i l ibr io se ai  canza rbp idamen- 
te, en cdlulas con alta o baja carga e n e r Q & t i c a ,  estado e- 
nergdtico preestablecido, 10s vafores de dcido benzoico iE 
corporado son prddicamente constantes a part ir de un minuto 
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Fir lura 7.2 . :  Efecto dc I a ccern izac i6n  con I > - ~ i u c o s a  sobrc 
- 
1'3 i nc:or~orac idn  de dc i do h e n ~ o  ico ct.r cd l rr l as 
de l a  cepn JRGS. 
C6l ulas de l a  cepa 5665 en d i s t  intas concj ic iz 
ncs metabdl i cas se suspendieron en f t a f a t o  de 
potasio 20 rnM, ptf 4,5 en prescnc i a  bc Scido 
' J~ bcnzo ico 0,05 mbl. ( 0 ) Cc? l u l  as nyunadas 
( H ) c6 l u l as cners i zadas por  pre incubac i d n  
con D-glucosa 5 nl4. y ( [7 ) cC?lulas ayunadas 
incubadas con dcido benzoico en prcsenc ia  dc 
D-glucosa 5 mM, agresada a To. A l o s  t iempos 
ind i cados se tonaron a1 lcuotas  clue sc proccs2 
t o n  para la deterrninac idn  de r a d i o c t  iv idad. 
Con el consumo s irilul taneo de D-gi ucosa se pudo v isua- 
i i z a r  cl pasojc de un estado de boja carga energet ico a uno 
tie a l t a  cargn encrgdt i ca  con una mayor incorporac idn dc beL! 
roico, haciendose d s t a  constante a p a r t  ir dc los 3 ninutos.  
Estas eqil i l ib r  i os  r e s u l t a r o n  d indnicos ya ~ L ; C  se vcr  i- 
f ic6 que por  e l  asresaclo de D - ~ l u c o s a  a cd l  u l a s  ayunadas cn 
l a s  cuales se estnblcci6 prev ianente e i  e q u i l  i h r i o  dc <!is- 
T I E M P O  (min)  
- 
ron  en f t a l a t o  Jc potasio 20 mtbl. $1 4,: y sc 
incuboron en prcscnc ia  dc Bcido I'c bcnzo ico 
0,05 mhi. A Tg+2, in se i l g r c ~ ~ 6  D- $;I  ucosa 5 1t6 i .  
( ) 6 ir;ual volun~cn do ugua ( 0 ) ol mcdio 
cle rcacc i 6n. A l os t ienpos i n d  icados sc tor:la- 
ron ol  lcuotas que sc procesoron para l o  detec 
minacibn de r a d i a c t  ividad. 
estado dc cqiri l  i b r i o  olcanzdndose una nueve condicidn de 
c q u  i 1 i br io a l  codo de 3 mint:t:s, determ inando c l  va lor  de 
pli in t rece  l ul  o r  on61ogo at detc r r~  inado en cdl  u l  as p r r  incir- 
.. . badas, J r 9ura 7 . 3 ,  
Asl Ias vnlores de incorporacl5n y los dc pH y A pll 
cal culedus o part ir de C s t o s , f ~ i c r o ~  10s que se prcscntan 
cn l a  t a b l a  7.111. 
T a b l a  7. l l I . :  EFCCTO IIE LA D-CLUCOSA S O D R E  LA Ib!CORPORACION DE A C I D 0  BEYJZOICO, EL PI1 IruTRA- 
CELULAR Y EL APH EN CELULAS DE L A  CEPA JBG~; .  
Cond ic i6n 
metabdl ica 
Ac i do benzo ico i ncorporado 
( ~ i m ~ I / ~ r )  
n p i i  
Pre i ncl.:Dac4os con 
D-glucosa 5 ~ n l l  
Ayunndns 1nQs 
D-91 ucosa 5 mM a To 
2.5 5 7.5 
T IE  M PO (min) 
Efecto Lfcl etanol s ob rc  l a  c! i s t r  i b c c i b n  Je 
Ac i ifo bcnzo ico. 
Cdlulas de l a  cepa JB65 en d i s t i n t a s  condi- 
c i a ne s  metab51 icas se suspenci i c ron  en f-l;<3l ato 
dc potas io 20 rabb ptl L! ,S y se i ncubar~3n e n  p r ~  
scncia  Jc dc ido  I4c benzoico O , O j  n5i. ( 0 )  
C e fu lo s  ayunedas,  (0 ) c d l u l a s  cncrc,iradas 
:,or pre i ncubilc i6n con e t a n o  l 1 0 mill. 'cltrrante 
i 5 I i n t o , ( ,  ) CQl ul a s  ayunilrlas incrrbildas 
con 6cido b c n ~ 3  ico on p r e s e n c i a  dc e t a n o l  10 
nl.1. agresado  a To 5  TO+^^ i n .  A 10s t icmpos 
ind icados  sc tomaron a l  f c u o t a s  quc sc proccsa  -
run para l a  de t e rmina c ibn  dc r a d i a c t  iv idad. 
7 A En c&l ul ns  s i l vcis t res  el e t a n o l  es ca:>a= C:C ge ne ra r  ltn 
auocnto c f e  l ;A.I i n t r a c e  I G I  a r .  
Cono se estabiecib pc-eviamenke, e l  consur:~o de eta1101 
r a c i d n  cic Scida bcn=bico en c6iulas que csnsumen ctanol ::cy 
a i t  it5 I a :>Ltenc i 6 n  de I o s  r c s ~ ~ l t a d o s  quc sc prcscntcln e n  I a 
L i l s  Gctern  inac  ioncs so r c a l  i zaron con levodtrrils a y u n o ~ l a s ~  
F it:ut-a 7.5. : Efccto de l as  d ist i n t a s  i ' u c n t c s  cnct*!15'i icas 
catp l cadas  s o b r e  1 a i n c a r n o r a c  i 5 n  c!c dc i do Len- 
z o i c o  e n  c d l u l a s  c!c l a  c e p a  JB65. 
--- 
C6i u l a s  a y u n a d a s  de la  c c p a  Ji3tj.S sc s u s p c n d i e  -
r u n  cn I'tal ato  c!e potas io 30 mf.1, :z!l 4, 5 y sc 
i n c u b a r o n  c o n  dcido Is4c b e n z o  ico 0 ,Qj  nt.t. o n  
present i a de ( ) D-91 u c o s a  -5 nf4, 5 ( A ) 
c t a n o l  10 dl. agrc:?adus a To. ( 0 ) control 
- 
s i n  a d i c  i o n e s .  A l os t iempos i t ~ d  icados se  t o -  
maron al lcuotas que sc p r u c e s a r o n  p a r a  t a de-  
term i n a c  i6n de r a d i o c t  i v  idad. 
c o  .f'~;e l ii c! i s c u t  icia p r e v i o m e n t c ,  1 a ?re inc~bncibrr  c o n  c t o n a l  
r i rica quc st: c i i s t r  i b t ; c  i b n  al canzcl t:n cstnclo estjciona~- io 
e n  t i c i i ~ p a s  c o r t o s ,  a p r o s  i:nildarnente cn I ;a i n11t0. Este dato 

se observa, coma en el coso de Ia D-glucosa, quc sc ?rodu- 
cc un auncnko dc Is i n c o r p ~ r a c i b n  de l  bcido, evidcncisndo 
una a l c a l  inizaci5n def media i n t r a c e l u l a r ,  c l  e s u i l  i b r i o  
sc alcanza 21 cado de 3 minutas. Un dato s i m i l a r  se obser- 
va en c l  t razado carrespondiente a l  asresad0 d e  etanol  a 
c 6 l u l a s  en  i as  c u a t e s  se e s t a b i e c i d  prev iaaente e l  eqxi l  i -  
b r i o  de d i s t r i l t i c i b n  dcl benzoico (Tg+3,;n). 
Los vat ores  cn l  cut irdos be pH inkraccf  uI a r  y A pti se 
resumen en I a  t a b !  a 7 .  f V ,  
La f i c u r a  7.5. presents  10s r csu l tados  obtenidos a1 
ensayar f a  adicibn de D-slucosa o etanol en Torna a l t e r n a -  
t i v a  en c6l~las nyunndas de l a  cepa J665. Estos r csu l tados  
- 
con: irnsn 10s ?rcsentados f as Ciguras 7.2 ,  y / .4., a l i l b ~ ~  
s u s t r a t o s  fuc ron  i~ualme~te efect  i vos en gencrar un jncre- 
mento  de i  ~ r a d  i en te  de pH. 
a i es tud  i a r  e I consumo de e t a n n  1. 
benzoico en c6l u l a s  ayunadas, con a l t a  carga e n e r ~ e t i c a  por  
?re incubaci5n con D-siucosa o etanot y cn c6l ui as en que se 
genera u n  atimento de l  srad ien te  ?or e l  consumo "in s i t d ' c i e  
estos sus t ra tos .  En l a  fisura 7.6.se presentan 10s r e s u l l a -  
cios de d i chos expcr irnentos. 
Las c6l ul  as ayunodas, pre incubadas o que consumen D- 
~1 ucosa cn f o r m  s imui tdnea mostraron una respucsta sin i l a r  
a 13 observada con l a  cepa s i l v e s t r e  J6G5. S i  bien l a  p r e i n  
- 
c u D a c i 6 n  cDn etanol  produ jo  una respuesta conparaS1 e a i a 
oStenida con ! a  cepa s ilvestre, a i  e s t u d i a r  e l  consumo s i n u l  
tdneo de e k a n ~ l  se observaron sign if i c a t  i vas d i f e renc  i a s  
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Fir?ura 7.6. : Efcc'io c j c  l a D-<?l  trc.=sa y e l  ctanol sohrc 1'1 
incorporac ibn dc acid0 bcnzo ica cn cdl u l  as L:C 
l o  cer>a J664. 
Cdlulas be l a  cepa JB64 en b i s t i n t a s  condicio -
ncs metab61 icas sc srispendicron cn i ' tal ato dc 
potas io  20 ~nh!, pH 4,s  y se incubaron con ac i -  
do I4c ~ C ~ Z J ~ C O  0.05 mM. ( ) CElulos oyun.1- 
Zas, ( ) cdl u l  as encrc; i zadas par pre incuba- 
c idn  con 0-91 ucosa 5 nL1, ( A ) cdl ulns cnerr j i  
z a c h  por prc incubacibn con ctonoI I0 ;::.I, ( ) 
cd l  u l  as ayunadas incubadas con dc ido hcnzo ico 
en :.>rescnc i a  d e  D-r;l iicosa 5 mbl. asrer:acl:, a Tg 
y ( A ) c6 l utas ayunadas incubadas con dcido 
benzo ico en ;Drcsenc i a  dc etonol 10 mt.1. asl-es3 
do a TC. A 10s t iempos inJicados se toznaron 
a l  lcuatas que sc procesaron Fara I a detern in? 
c idn clc rad iac t  ividad. 
respccto c!c I a cepa s i  l vestre. En cstc caso l a  incot-imra- 
c i dn  dc dcicb benzo ico aulnenta en runci6n dcl t icil:po cn 1.0: 
m a  l en ta  y a l  canza un va lo r  cons-t;an-ke r e c  it511 i?l caho dc 10 
Fiaura  7.7. :  Ef'ccto dcl 2,Lf-din i.trofcnr;l sobrc l a  incorpo-  
r-ac i 6 n  de dc id.3 bcnzo i c o .  
Cdl ul  as dc I a c c p o  JB65 e n e r ~ i  =atlas por pre iQ 
c ~ b a c i 6 ~  con D - c ~ l  ucosa 5 m!4. sc suspcndicron 
e n  Fta la to  de potasio 20 ml4. qli 4,s y se inti 
baron en pi-csenc i a  d c  dcido '"c b c n ~ o  ico C,O5 
ml.I. A TW3,in se asreg6 a1 mcdio dc incul.,ac.ibn 
( R )  DNP 0,I I\!., ( a )  DNP C,05 nl.1, ( A )  DiiP 
0,01 m1.E y ( 0 ) contt*ol  s i n  adicioncs. A los 
t i eiilpos i rid i cados sc toc:ilron a i  IcL:~)  t a s  que se 
p r o c e s a r o n  para l a dctcrminaci6n dc rnd i ac t  i- 
v idod. 
Este hcc!~o p3ne  c i  aramentc de i riesto e l  dcfccto m i- 
tocondr i a l  qcc caracter  iza a esta  nutante.  En f n t  iina r c l a c i b n  
con cste fcnt5r,lcna debemos destacar quc resul  ta escasa o n ~ ~ i  a 
a t iempas cortas,  l a  es t inu lac i5n  de l a  incizrporaci5n dc Icz 
cina prsduc ida cn es ta  mutnnte p o r  e l  ctanol, rzsultados Frc 
- 
sentados en l a  f' igura 3.2. LCS vcllorcs cie ptl; calculai!or cn 
e s ~ a s  condicioncs sc resumen cr, t o  t a l ~ l a  7.V. 
T IEMPO (min)  
r O  F i ~ : t : t * ~  / .o .  : Efecto dc N-et i lwnl c i in ida sat~rc I a i n c , ~ r ~ o r n -  
c I 6 n  dc t ic ido henzoicu. 
Cdl u l  as de l o ccpa JB63 encrs izodcrs ?or pre  in 
culiac i bn cot, D-$1 ucosa 5 mb:. se S L ; S ~ C ~ C I  i c ran  
en f t a l o t o  de , ~ o t o s i o  20 mhl. pll 4 , 5  y so incu 
boron en presenc i a  dc d c i  do "' C bc:lzo ico 0,O j 
EILI. A T0+3min se i ~g reg6  a1 incdio de incubacidn 
( ) N E M  I mtl, ( 0 )  cotr t ro l  s i n  at i ic ibn .  11 
I QS t iexpos i nd i  cados sc tomaron a1 l cuotas que 
sc procesaron para 1 a dc tc rn inac ibn  de r o d  i o s  
t ividcrd. 
col apsan e l  cradiente dc protoncs. 
Se Ira prcscntado rintcr io raente l a in!> i!, i c  i6r7 parc ial 
dc 1 3 cntracia dc 1 euc ina produc ida For el DNP y c i c r t o s  
r c n c t  ivos c!c :?rupos t iol es. 
E l  prirncro se cornporta como conductor de protones y 
por lo tnnto, produce c l  cot paso c i e l  srad i en tc  estallcc ido 
a t r i l v e s  dc l a nembrana c i t o p i  ast;tat ica, I us segundos i'ucron 
capaces de in11 i l i r  mecan ismos cel ulares dc gencraci6n de 
e n e r g f a  netabdl i c a ,  Figura 6 . 6 .  
Para conf irnar estos rcsultados se e s t u d  i6 1 a distr i -  
Ouc idn  de Acido Sen=o  ico e n  c6t ulns eners izadas de 1 a ccpa 
5565 a las clicrles sc triltd con DfJP @,el n3. a @,I mt2. 6 'EEM 
0, 1 ml.: a I mW . 
Los resujtados obtenidos con DNP se presentan en la 
21 ' 
I 15ura 7.7. en cl  l a se observa cono el agrcsado dcl protonb- 
foro produce la sal  ida de Bc ido benro ico ?rev ianente incor- 
porado como consccuencia de una acidificacibn intracclular 
indicando dcscenso dei A p ~ .  
Un resultado andlogo se obscrvd por adicidn de NEM I nM. 
f i sura 7.8. c o l  a~sando  el srad i e n t e  preestablec ido, esto su- 
c ie re  c ; G e  sc produc i r f a  I a i nk ;  b ic idn del  necan ismo requer i- 
do para cl mantcniniento del gradiente, que se tradujo a la 
vcz en una in!: i b i c i b n  cic la entrada dc leucina. C o n c e n t r a c i o  
I 
nes de E!EK C,1 mBi. no produjeron efectos detcctables sobre 
ef sradiente dc sH en estas cond icioncs exper imentales. 

Uno de los prineros pasos de la evolucidn de la vida, 
lo ha constituido l a  posibit idad de separaci6n de los cd- 
lulas, dcl  medio que las rodea. De acuerdo con tfaldane 
( 1 9541, ef  evento cr lt ico que me jor puedc des ignarse como 
'e l  origen de la vida: fue l a  inciusidn de distintos p o l t  
meros autorreplicables,en un recinto cerrado por una memo 
brana semipermeable. Si bien la aparicidn de la primera 
membrana pfasmSt ica result6 un hecho importante en la fu- 
tura evoiucidn de las ceiulas, trajo aparejado consigo va -
rios inconvenientes. La sola separaci6n no resulta sufi- 
c iente para rnantener un metabo l i sslo ce l ul  ar aprop iado y 
deben operar una ser ie de mecan ismos de incorporacidn de 
nutr  ientes, del ned io al interior de I as c6l ul as. 
En particular, l as  levaduras son organismos heterb- 
t r o f o s  que requieren diversos compuestos para su creci- 
miento, A part ir de estos, la c6l u l a  obt iene 10s esquete- 
tos carbonados necesarios para la sfntes.is de sus const i -  
tuyentes y i a energta  que l e perm i t e  4 levar a cabo l as 
reacc iones que caracter i ran a i os procesos b ios i nt6t icos. 
En el caso de l os am inodcidos, dstos part ic  ipan en la stn 
L 
tes is de prote Snas, nacronol dcul as esenc iales, const  i tu- 
yentes de la rnater ia v i v a  (~xender, 1872) y previamente 
deben entrar por un proceso de incorporac i6n al interior 
de la c6Iula. Este proceso, de acuerdo con evidencias exp= 
rimentales, involucra: a) el  reconocimiento espectfico del 
am inoiScido det med io externo, por un componente .de la barrz 
ra de permeabilidad; b) la translocacidn del aminoacido a 
travds de esa barrera; c) el acopt a m  i en to  a un sistema ca- 
paz de generar l a  energfa requer ida; d) l a  1 iberacidn del 
aminodcido en el interior de fa celula, 
Se ha suger ido que, en algunos casos, es posible una 
sal ida s imuitdnea hac i a  e l  exter io r  y por l o  tanto e l  ba- 
lance ent re  l a  entrada y l a  sal ida, determ ina la  magnitud 
.. . 
de I a acumul ac i6n intrace l ul ar  det sustrato incorporado. 
En e l  caso de levaduras, como ya se comentd en 1.4., e l  
proceso de sal ida de am inodc idos es prdc t  icamente despre- 
c iable, s iendo I a incorporacidn de am inodcidos un proceso 
bds  icamente un i d  irecc ional (Van den Broeck y Van Steveninck 
1983). 
En e l  presente t rabajo se e s t u d  i d  e l  transporte de 
L-I euc ina en 1 evaduras Saccharomyces cerevi s iae. Se ha to- 
rnado este aminodcido como mdelo  par su lenta rnetabol iza- 
cibn, por l o  que su acumulaci6n const i tuye un indicador 
aprop iado del proceso de incorporac i6n. 
Los sxper imentos se I levaron a cabo en dos cepas que 
se diferencian en sus mecanisams productores de energfa; 
una I evadura s i l vestre dotada de u i  mecan i s m 0  a itocondr i a1 
compeCente para proveer compwstos de alta energfa y una 
l evadura mutante def i c  iente en e l  trenslocador ATP-ADP m i- 
tocondr i a l  ( ~ a u ~ u i n  y cola 1973). 
b g 6 n  se ha propuesto (Rams y co f . 1 975). I a i ncor- 
poracidn de L-leucina requiere la provis idn de energfa, 
I 
por lo tan ta  los ensay& exper imental es se rea l  i taron con 
eel ulas en d i s t  intas condiciones metab61 icas, con el pro- 
pds i t o  de invest igar l a naturaleza de I as fuentes energet i  
cas y 10s mecan ismos por 10s cuales 4stas pueden ser acopls 
das a 1 a incorporac idn de l am ino8cido. 
Para el l o  se useron cdl  ul as ayunadas con baja carga 
ewrgCt ice, y c61 ulas energ i z d a s ,  w n  al t a  carga edrgdti 
L 
ca por e l  consumo de sustratos u t  i l  izables c o w  fuente de 
encrgta, agregados en forma previa o simulttinea a l a  adi- 
c i6n  de L-ieucina a l  medio de incubacibn. 
Resul tados presentados por d i s t  intos autores sefial an 
que durante e l  ayuno pop aeceaci6n se produce una rdpida 
cafda de los  nucle6tidos de p i r i d i n a  reducidos y de l a  vs 
loc idad de respiracidn (~oodwin y col. 1974) y se encontrs 
ron  s ign i f  i cat ivos efectos sobre l a  fos fo r  i l acidn oxidat  i- 
va (chance, 1959; Ohnishi, 1970; Beck y col. 1968). Asimio 
mo so ha establecido que se consume una parte de l a  reser-  
va de giucbgeno, s i n  modif icar el contenido ce lu la r  de trs 
halosa ( ~ a n e k ,  1963). 
Para la energizaci6n de !as celulas se u t i l i z a r o n  D- 
g l  ucosa y etano{, ya que l as l evaduras pueden u t  i l izar az6- 
cares y una gran var iedad de compuestos orgBn icos como 
fuentes de energla, 
La D-glucosa ha sido y es extensamente ernpleada cow 
f u e n t e  de energfa y carbono en cutt ivos de estos microor- 
gan ismos, Esta es netabol izada sigu iendo e i  cam ino gI ucolL 
t ico y en condiciones aerbbicas, a t raves del c i c l o  de 10s 
dcidos t r i ca rbox f l i cos ,  .- 
A s  i m  i smo I as i evaduras pueden crecer en eteno I , sus- 
t r a t o  metabo I izado v?a acetal deh fdo y acet i 1 CoA y a par t  ir 
de Bste, por la operacidn del cicio de Krebs, en un proce- 
so inducible por oxfgeno y repr imido por gl ucosa ( ~ o c h e  y 
Azoul ay, 1969; Fowler y col  , 1972). Se han descr i p to  var is 
c iows de 10s n iveies de nucledt idos reducidos y del consu 
C 
mo de oxfgeno, como consecuencia de su oxidac idn en leva- 
duras ayunadas ( ~ a  i t r a  y Extabrook, 1977). Los equivalentes 
de reducc ibn, produc i dos durante l a metabo l i rac idn, son 
cepaces de ac t i va r  la fos fo r i lac idn  oxidat iva, ademds fa 
adicidn de etanol, a cdlulas ayunadas, es capaz de estimu- 
lar la movil izacidn de giuc6geno y trehalosa (~aitra y 
Estabrook, 1967a, Panek, 1962, 1963). 
En la pr imera parte de eska tesis, se estudiaron las 
prop iedades genepales de l a incorporacidn de L-leuc ina en 
celulas enteras de levadura y su relacibn con el estado ME 
tabdl ico y la disponibil idad de fuentes energeticas. 
tos resul tados obten idos indican, sobre todo en c6I u- 
I as energ izadas, que I a i ncorporaci 6n de t- ieuc ina ppesen- 
ta t as caracter fst icas de on proceso concentrat ivo. 
A l  estud iar el efedo de l a D-glucosa sobre l a  incor- 
poracidn de L-leucina, se observd que este sustrato incre- 
rnenta i a  velocidad de entrada y acumuiacidn dei aminoacido 
en I as dos cepas ut i I izadas. Esta observac idn concuerda con 
la proposicidn de que fa  energfa resultante del catabot is- 
mo de la D-gl ucosa, es ut i l izada en el proceso de trans- 
porte del am ino6cido. En l as cond ic iones exper imentales 
empl eadas se observa, al cab0 de tre inta minutos de incuba -
ci6n con L-leucina, la tendencia a un estado estacionario 
en la aeumul aci6n que permite suponer el func ionamiento de 
mecan ismos de regulaci6n, como la inhib icidn de la entrada 
de am inodcidos exdgenos por el conten ido intracef utar, sin 
olvidar que la disponibil idad del glbcido, repidamente 
fermentabi e, conduce a una nrod i f icac i6n func ional interpr~ 
tada como repres idn catab6l ica. No obstante, en l as presea 
tes cond iciones exper imentales, D-gJ ucosa 5 rnM, esta after- 
nat iva es poco probable, aunque en concentracibn 100 rat4 pz 
dr fa  just if i car 10s resultados inh ib itor ios descr iptos so- 
bre l a incorporaci6n .de L-leucina ( ~ a z 6 n  y col. 1982). 
En l a cepa mutente la capacidad concentrative, prow- 
cada por el consumo de D-91 ucosa, queda establecida al 
. - 
a l  canrarse pel ac iones de concentracidn intrace! ul ar/cxtra- 
celular de L-leucina semcjantes a las encontradas en la 
cepa siivestre. La metaboiizacibn de l a  D-glucosa, en esta 
cepa, es suf iciente para la provisidn de 10s requerimientos 
energdt icos de la incorporaci6n del am ino8cid0, a pesar de 
carecer de on mecan ismo ef iciente para l a  translocacidn de 
rnolc?culas be ATP de la mitocondria a l  citopfasma. Esta ob- 
servaci6n estd de acuerdo con l as observaciones de Lagunas 
y Gancedo ( 1  973), .quienes sost ienen cpe a6n en aerob iosis, 
e l  setenta porciento de la energfa es obtenida por l a  g l u -  
Al .  enplear etanol corno f u e n t e  de energfa se comprobd 
que, en fa cepa s i  ivestre,  la velocidad de acumuiacidn de 
L - l  euci na sc. increments s ign if icat ivarnente. En camb io, en 
. .. 
la cepa outante la adicibn de etanot resulta muy poco efez 
t iva para promaver fa incorporaci6n dei em inobcido. Estos 
resu t tados pueden i nterpretarse cons iderando que como con- 
secuencia de la mutanci6n,ia transiocaci6n a I  citoplasma 
de conpuestos de alta energ f a  (ATP), produc idos en l a fos- 
forilacidn oxidetiva ?or metaboi izaci6n del etanoi, resui- 
ta insuficiente para f a  activacidn del proceso de incorpo- 
raci.6n de L-leucina. En !.a cepa si Ivestre, el consumo de 
etanol proveer fa  ef AT? necesar io para que la ATPasa de 
membrana c ito$asmdt ica genere un grad iente de protones, a 
expensas del cual se I l ever f a  a cabo 1 a acunu! ac i6n def 
a m  inoacido, proceso que se d iscut ird con mayor detal l e  mds 
ade l ante. 
El an6!isis de 10s experimentos llevados a cabo con 
cdlulas preincubadas con D-glucosa muestra, en conparaci6n 
con c6 l u l as ayunadas, un sustanc ia l i "crernento & 1 e ve 1 o- 
cidad de incorporacidn de L-ieucina y pone adembs en evi- 
dcnci a un proceso prev io  a l a  translocacidn deI afi~inosc ido, 
en pa r t e  depend iente de la carDa energ& ica ce t ul ar y en 
el cual una f i j a c i d n  inespecffica fuc dcscartado, Este prg 
ceso, relacionado con la etapa dc reconocimienCo de l a  mo- 
ldcul a transportada por un componente de i a  bnrrera de pel: 
meab i t idad se denom in6 1 igado,  
La preincubacidn de Ias d l u l a s  con etanol, tambidn 
produce un e s t  fmulo sobre Ia veloc idad de incorporac ibn, 
aunque de menor valor quo i a D-si ucosa. Este est lrnu i o  .tam- 
b idn se observb..en t a cepa nutante y sugiere que, durante 
el perfodo de incubacibn, se genera aleuna forma de energfa 
metab61 ica, como podr ia ser un incremento de! potenc  i a1 
electroqufm i co de membrana, que es capaz de establecerse 
a pesar de fa def ic ienc i a  descr ipta en esta cepa. El efec- 
to de I a pre incubaci6n con  etano1 pernite establecer dos 
caracterist icas que lo d ist inguen del produc ido por 1 a 
pre in~ubaci6~ con la D-glucosa y son2 a) el estimuio pro- 
duc ido es de menor magnitud y b) no afecta ios valores de 
1 i gado , 
La estimulacibn de fa  incorporscidn de L-leucina, por 
t a presenc i a  de fuentes energdt icas en el med io de incor- 
porsc i6n, se ver if ic6 tamb i6n con cei uf as pre incubadas, Ez 
t e  hecho pone de manif iesto una capacidad de !as c e l u f a s  
para i ncorporar am inoi3c idos, a6n mayor que l a at canzada 
durante la pre i ncubaci6n. Para que esta est imuiaci6n se 
l l eve  a cabo requiere l a  posibil idad tie metabol izacibn del 
s u s t ~ a t o  asregado, ya que no se observa por adici6n de et= 
no f a ce I u l as de l a cepa mu+.ante pre i ncubadas con ese sus- 
trato. 
La impos ib i l idad de I ievar a cabo una posterior meta- 
bol izacidn del etanol impedirfa establecer esa est.imulacibn, 
que se puede evidenciar en id&& icas condiciones con l a  cz 
pa s i l vestre o por agregado de D-gl ucosa  a cdl ui  as de l a 
cepa rnutante pre incubadas c o n  etanol , ya que la v f a  gl ucz 
l t t  ica no se hat l a  afectada por l a  mutacitSn. 
Estos hechos  p i  antean l a  ex istenc i a  de dos mecan ismos 
a) u t  i i i zac idn de l a  eners2e produc ida pop . I  a metabol izac idn 
de dist in tos sustratos, en l a est imul ac i6n del proceso  de 
t ransporte y b) establecimiento de una fuerza impulsore de 
1 a incorporac i 6n de l am inodc ido, presuntamente una f uerze  
prot6nmotri1, durante l a  pceincubacibn. 
E I empl eo de un proton6foro como e l  DNP perm ite inves -
t igar estos mecanismos. E l  agregado sinultdnec del DNP con 
f as fucntes energet icas inh ibe drdst icamente I a est  imulaci6n 
de l a  entreda de L-leucina, date imp id= l a  matabol izacidn 
mitocondr ia l  de dichas fuentes  y producirfa ademas un col a2 
so del gradiente de protones de l a  nrembrana citoplasmdtica, 
Parat e l  amcnte, e l  agregado de DMP a c6l ul  as  pre i ncubadas, 
produce una inhibicisSn parcial de l a  velocidad de entrada, 
supuestanente como consecuenc i a de un co l apso del grad i en- 
te de protones de la membnana citopl asmbt ica; esta inh ib i-  
c idn  es casi t o t a l  en ce?lulas ~ ~ e i n c u b a d a s  con etanol, do& 
de l a  velocidad de incorporaci6n del am inoacido cae a va- 
lores s imi lares a 10s hallados en ce!luJas ayunadas. 
- Los resultados descr iptos, conjuntamente con l a  dis- 
t inta' respuesta de la  entrada y del 1 igado de L-feuc ina 
establecida en c6i  ul as pret incubadas con 0-91 ucosa o etanol, 
sug i e r e n  t a ex istenc ia  de una d i fdrenc i a  func ions1 e n t r e  
10s dos sustratos  mSs a l  t i 3  de su posible metabot i ~ a c i 6 ~  
aerdb ica o anaer6b ica, . 
Estas cons iderac iones  se ha1 l an reforzadas por l a  des 
cr ipc i6n de importantes efectos de l a  D-gl ucosa sobre la  
regul aci6n del metabol ism0 de l a  levadura, como el incre- 
m e n t ~  de los "ivetes de AMPc ( ~ a z d n  y col. 1982) o la ac- 
t ivac idn de l a ATPasa de men~brana citopl asmdt ica (Serrano 
tos exper  irnentos rea l  izados poster iormente t uv  ieron 
por ob je to  determ inar 10s pardmetros c indt  icos de l a  ent rz  
da de L-leucina, en d i s t  intas condiciones metabdl icas. 
Los resul tados obtenidos muestran I a ex is tencia de 
un proceso saturable y son consistentes con la idea de sue 
1 a t r a n s 1  ocac i6n de l am inodc i do invo l ucra dos s i stemas, 
caracter i zabl es por sus pardmetros c in& icos, y def in  idos 
como sistema SI, sisterna de alta af in idad y ba ja  veldcidad 
rndxima y sistema S2, s i s t e m a  de baja af in idad y .a I ta  veto- 
cidad rndxima, E i  sistema S1 hace posible i a  t ranslocacidn 
de l a  L-1 euc ina cuando su concentraci6n en el medio es re- 
i a t  ivamente baja, como sucede en fos medios naturales y 
podrta ser  e l  transportador .f isj.oi6gi.co del am inodcido. 
Se observd que, independientemente del estado metabb- 
l ico c e f u l a r ,  10s vaiores de l a s  c o n s t a n t e s  de afinidad 
(KT) no se madificeron en forma s ign i f i ca t i va ,  en ninguno 
de 10s sistemas, Esta es una evidencia que permite descar- 
t a r  la  posibie s ln tes  i s  de s istemas transportadores d i s t  in 
tos a 10s preex istentes como consecuencia de l a energ iza- . 
c ibn .  Asimismo, las velocidades mdximas deteminadas fueron 
mayores en l as d l  ul  as energ izadas, tanto en l a cepe s i 1 vez 
t r e  3B65 como en i a mutante 3864, l o  que puede in terpretar-  
se por l a apar i c i 6n de un mayor nlmero de ent i dades t r a n s 1 2  
cadoras act ivas como consecoeneia de su slnteiis o por su 
activacidn mediada por posibles mcfificaciones conforwacio- 
nales o f os fo r  i 1 aciones, qu izds re1 acionadas con e l  poten- 
c is1 de membrana. 
Como ya se descr ibi6, l o s  valores de entrada de L- lez  
c i n a  ex t rapo l  ados a t iempo cero (TO) dan intercepciones p~ 
s i t  ivas, que se incrementan por  f a  energi rac ibn de las  c4lg 
l a s  con D-glucosa y con l a  concentraci6n del arninodcido. 
Los resu l  tados obten i,dos al  determ inar 10s pardmetros que 
caracter  izan l a  unidn del  arninodcido, a l a  barrera  de per- 
meab i l idad, mostraron f a ex istenc i a de dos pobl ac iones de 
s it ios de i igado, operando en e l  rango de concentrac iones 
descr iptos para 10s sisternas de transtocacidn y se def i n i z  
r on  por  extensi6n sistemas de l igado S f  y S2 respe&ivame~ 
te. En  esta fase inicial l a  respuesta a l a  energi rac idn re-  
s u l t 6  d i f e ren te  a la observada en l a  translocacibn, en e l  
sistema SI se v e r i f i c 6  un eumento de s i t i o s  de l igado (!dl) 
con muy poca var iac i6n de l a  constante de a f  in idad (Kdl ). 
E l  sumento del ntimero de s i t  ios  no se detect6 en cBi ul as 
p re  incubadas con etanol, reaf irmando Ia observacidn ante- 
r ior, respecto de l a  d i s t  i n t a  p a r t  i c ipac idn de 10s sustr; 
t o s  empleados en l a  energizacibn. Paraielamente en e i  sis 
tema S2 se observd una d ism i ~ U C  idn de l a constante de af - i 
n idad ( K ~ ~ )  que r e s u t t 6  m 8 s  =arcade en I a cepa s i l vestre. 
S i  b ien i o s  datos no j u s t  i f  ican totalmente l a  ex is-  
t e n c i a  de por  l o  menos dos wmponentes independientes, cz 
mo ~ o n s t i t u y e ~ t e s  de cada sistema transportador, l a  h i p 6 t ~  
s i s  mas s i m p l e /  que se a jus ta  a 10s datos experilsentales es 
I a que propone l a ex is tenc i a de dos e t a p a s  e n  e I proceso 
de entrada, una i n  ic  i a l  invoi ucrada en e l  reconoc i m  iento, 
l igado o unidn del sus t ra to  ai  sistema de t ranspor te  y una 
etapa poster  i o r  que comprende su t rans1 ocac i6n al i n t e r  i o r  
Estos resultados sugir ieron anal izar fa posible inte- 
raccidn inicial del sustrato con algtln componente de la 
envol tura cel ul ar, en el paso prev io a su, translocac i6n o 
durante la m isma. Esta h ipbtesis condujo, en bacter ias, al 
a i sf am iento y caracter i zac idn de l as prote i nas de l i gado; 
sin embargo el aporte exper ;mental para la sustentaci6n de 
l a m i sna en organ i smos evo l ut ivamente m A s  avanzados, coma 
I 
l as l evaduras, resul ta def i n it ivamente escasa, 
Para invest igar la pesible 1 ocal izacibn de un compo- 
nente cel ul ar part icui ar, que cumpt iera I a func idn de recz 
noc im iento, se 1 1 evaron a cabo l os ensayos de incorpora- 
cidn de L-leucina en protoplastos de levadura, La presen- 
c i a  de un componente de 1 igado en el espacio per ipl asmdt i -  
co, o su asociaci6" con la pared celuiar se pondrfa de ma- 
nif iesto ya que se perderla cow consecuencie de I a trans- 
formacidn de las c6lut as en protopiastos. Esta perdida im- 
pedirfa une normal interaccidn del soluto con ia/s molecu- 
l a/s translocadora/s, que en 6lt ima instanc ie, determ ina- 
rfa una def icinecia en e l  proceso de transporte. A l  rnismo 
t iempo, la preparacidn de protop) astos evita el inconven ieQh 
te de la pdrdida de una ser ie de metaboi itos sotubles invg 
l ucrados en el metabot ismo energdt ico cel ul  ar, que se pro- 
duce durante el proceso de choque osnrbt ico, ot re  estrateg i a 
u t  i l izada para el a is1 am iento de prote inas del espac io pe- 
r ipl asmdt icoj que resuf te acompafiado por una sign if icat iva 
caida del consumo de oxtgeno, 
La tecnica empleada para la d i g e s t  i6n de la pared ce- 
iuiar, mostr6 una eficiente transformacidn delas cdlulas 
en protopl astos, l os que presentaron una cspac idad aprop i e  -
da para Ilevar a cebo l a  incorporaci6n de t-leucina. 
En la entrada del am inodc ido en protoplastos se deter 
m in61 como en cdl ules enteras, la existencia de una etapa 
iniciaf de 1 igado sesuida de otra de t r a n s l ~ c a c i b ~ y  en 
forma andloga a lo real izado previamente con c6l ufas ente- 
ras, se l lev6 a cab0 el andl i s i s  cidtico de las mismas. 
En i a etapa de translocac idn se ver if id f a existenc i a  
de d o s  sistemas simiiares a fos descriptos en c6lulas en- 
teras. De la comparacidn de sus pardmetros cin6t icos, KT 
y JM, se desprende que 1 as ent idades responsables deC pro- 
ceso de translocaci6n se hat ian tnt imamente asociadas con 
l a rnembrano c i topi  asrndt ica y que no requ ieren, af menos 
en forma indispensable, de ning6n efemento de la pared ce- 
l ular o del cspacio per ipiasrn6t ico, ya que 10s valores de 
esos pardmetros resul tan s i m i  l ares en c6t ul as enteras y 
protoplastos, Estos resultados son coincidentes con ios de 
Nishimura y coiaboradores (1982) para et transporte de 
t iam ina, proceso en e l cual 1 a prote ina de i igado no par2 
ce ser un componente esenc i a1 , 
Asirnisrno l a  descripci6n de la persistencia de 10s v= 
lores de KT para la translocaeidn de L-leucina, en c6iulas 
de S. car1 sbergens i s  somet idas a choque osm6t ico s u s t e n t a n  
esta idea.(Wainer, 1985). 
En I a etapa de l igado l os  dos s istemas respond ieron 
en forrna d i s t  inta, Se encontr6 un aunknto de i a constante 
de af in i dad del  s i sterna Sy (Kdl) a1 transformar l as c C l  u- 
las  en protoplastos, Esto pone en evidencia una perdida de 
af in idad para e l  I igado de ese sistemas, lo cuai se podrfa 
asociar a la p6rdida de aig6n compolrente del espacio per i -  
plasmbtico, Su participacidn estarla relacionada con un 
func i onam iento mds aprop iado de t s i stema de mayor af i n idad 
aunque no serta indispensable para l levar a cab0 l a  incor- 
poracibn del  aminodcido por la c6lula. 
Por otro l ado, podemos cons i derar que l os s it ios a 
10s cuales se I igarta e l  arninodcido estar lan asociados a 
l a  membrana plasmdt ica, ya que su n6mero es s im i la r  en cC- 
l u l  as enteras y protopl astos, ev idenc iando una l n t  i m a  re[= 
c i6n entre l as etapas de 1 igado y translocaci6n. 
S i  se acepta I a independencia de 10s s istemas transpor 
tadores, cabrla esperar respuestas d i s t i n t as  f rente a ageg 
f e s  capaces de modii' icar e l  transporte de L-leucina. Esta 
h ipdtes i s  se estud i6 en 10s exper imentos subs igu ientes. 
Con tal f i n  I as exper ienc ias se 1 levaron a cab0 .con 
d i s t i n t a s  concentraciones externas de L-1eucina:Ei s is te-  
ma St se ensay6 con L-leucina 0,05 mM. y el sistema S2 con 
10s par&metros cin6ticos, que permiten considerar que )as 
respuestas obten idas en cada caso r e f  l e jan  l a  operacidn 
de un determ inado s istema. 
Los ensayos de incorporac i6n en dist intas condiciones 
energet icas, no ofrec ieron elementos que perm it ieran esta- 
bl ecer d i ferenc i as operac ionales entre i os dos s istemas 
descr iptos, de lo cual se i i f  iere que lo. misnos ut i l  i ra-  
r f a n  idCnt ico mecanismo para el acoplamiento de l a  energfa 
a l  transporte, supuestamente e l  grad iente de potenc ia l  e- 
l ectroqu im i co de membrana. 
Con id&t ico propds i t o  se ensayaron react  ivos de 9 r ~  
pos t ioies, cuya par t ic ipac ibn en procesos de t ransporte 
ha si  do frecuentemente menc ionada (Fox y Kennedy, 1965; 
Anraku, l968a; Kaback y Patel, 1978; Cohn y cot. 1981 : Ra 
mos y col, 1983). Mediente e l  usa de derivados de d ist in ta  
pcnetrabi l idad, en c ~ l  ulas enteras y protopl  estos, es po- 
s i b l e  encat-ar el problema de l a  local izilcidn de d i s t i n t os  
componentes del sistema de transporte y evidenciar l a  par- 
t i c ipac idn de elementos del  espac io per ipl asmdt ico. 
En re1 ac idn con l as d i s t  intas respuestas observadas 
en c8/ ui  as y protopl  astos de l as dos cepas empleadas, es 
necesar io c o n s  iderar que para l a interpretac idn de l os efes 
tos producidos, debe tenerse en cuenta el hecho de que, e n  
i a  membrane celular,  l a  accesibi l  idad de 10s grupos t i o l e s  
puede estar  modu l ada por compl e jos mecan i smos, I os cual ea 
vartan en f ~ n c i 6 ~  de d i s t i l i t a s  condiciones que podrtan de- 
term inar por ejemplo, camb ios c~nfor rnac io~a les  en las pro- 
t e  inas. A1 respecto se ha propuesto (Cohn y col. 1981 ) que 
l a  reac t iv idad o accesibi l  idad de l o s  grupos sul fh idr i lo  
r-esulta alterada por mod if icac iones en e l  AyH+, a s l  como 
una pos i b l e  interconversi6n d i t  iol  -disul furo  o obi l lard y 
Kon i ngs, 1982) que produc ir fa mod if icac iones estructura l es 
y una r e s t r  icc idn de su r e a d i v  idad. 
- La NEkf mostrd efectos est imul ator ios  o i nh ib i t o r  ios 
en func idn de 1 a concentrac ion externa cmpl eada, Las es t  i- 
muiaciones fueron signif ieat ivamente menores en c6lulas 
enteras, incius ive despuds de su t ra tamien to  con un agente 
reductor. Fue pos i bl  e detectar d i ferenc i as netas entre f as 
translocaciones de 10s dos sistemas, ya que e i  sistema St 
r esu l t 6  mds sensible que el sistema S2, aicanzando en i a  
cepa s i l  vestre mayor respuesta que en la  cepa mutante .  En 
base a estas observaciones es posibie suger i r que el reac- 
t ivo es capaz de interactuar con algdn componente indis- 
pensable del s istema de transporte, gewrando a travds de 
este hecho su act  ivac i6n especf f ica, E l  esceso efecto. es- 
t i m u l  ator io observado en cbl ul as enteras parece demostrar 
que durante l a  preparac idn de 10s protoplastos e l  componeE 
t e  reac t ivo  resu l ta  sensibil izado. Un eventual mecanism0 
para esta sens i b i I i zac ibn, podr fa representar l o su reduc- 
c idn por e l  tratemiento reat izedo con DTT, previo a l a  i n -  
cubacidn de l a s  c B l  ulas con la enz ima  responsable de l a  
d igest idn de l a  pared celular.  No obstante,esta p o s i b i l i -  
dad resu l ta  descartable, ya que no se detectaron efectos 
de este react  ivo sobre e l  transporte n i  sobre l a  respues- 
t a  de l as  ct?lulas a l a  NEW, 
Esta presunta accidn local de l a  NEb! sobre l a  trans- 
locaci6n, podrfa pe rm i t i r  so empleo como react ivo para e l  
marcado de componentes del transporte, con e l  objeto de 
consegu ir su a is1 am iento y poster i o r  caracter izacidn seg6n 
se descr i b  i e ra  con l a permeasa de l actosa en E. coi  i', 
Resul ta i nteresante menc ionar que se hart descr i p to  
estimulaciones del transporte por esta maleimida, cotno es 
e l  caso &I sistema de alta af in idad sodio independiente 
dei t ransporte de L-leucina en c6l uias de hfgado Chang 
(f akadera y Mohr i ,' t982)r el cual resul t a  depend iente de i a 
concentrac i 6n de am i no6c ido empi eada, Taab i6n se detecta- 
ron efectos inh ib i t o r  ios en el t ransporte de L-leuc ina en 
S,cerevisiae, no bloqueedos por l a  presencia de un exceso 
de am inodc idc (Remos y col . 1983). En r e  I ac idn con l a inh - i
b i c  idn observada .a concentrac iones mQs e l  evadas de r e a d i  
YO , &stas pueden claramente asociarse con un d6f i c i t  en 
e l  eporte energdt ico requer ido para I l evar a cab0 l a acu- 
mulacion del aminodcido, puesto que l a  adicidn de NEW, en 
estas concentraciones, produce una rdp ida inh ibici6n de l a  
respiraci6n celular, pardmetro definitivamente agociado 
con e l  metabol ism energetic0 celular,  
Los ensayos con l a  Nni, un der ivado mds h idrofdbico 
que l a  NEM, evidenc iaron respuestas d i s t  intas en las cepas 
ensayadas. Estc hecho sug iere l a  ex istenc i a  de d i ferenc ias 
a n i v e l  de rnernbrana, que prodrfan aparecer como consecuen- 
c i a  de l a  mutacibn. La modificacidn de caracter ls t icas de 
superf i c  ie, c incf us ive de procesos de transporte, se ha 
descr ip to  en cd I ul  as con def  i c  ienc ias rn itocondr i a l  cs como 
las  cepas Upetite'J, sugiriendo un posible control mitocon- 
dr i a1 sobre genes nucl eares invol ucrados en procesos como 
agl ut  inac id" por concanaval ina A, f locul ac i6n, resisten- 
c i a  a drogas e inclusive l a  capacidad de incorporar a l  gu- 
nos azkares, procesos afectados en este t ipo de cdlulas 
(Evans y col, 1983). Por l o  tanto, es posibie  considerar 
que l a  mutacidn que posee la cepa J864, y que afecta l a  
funcidn mitocondrial, podrfa producir alteraciones a n i -  
vel de l a  superf  i c i e  ceiular y por l o  tanto afectar proce -
sos t a n  l n t  inamente reiacionados con dsta como es la  in- 
corporaci6n de aminobcidos, 
Por o t r o  lado, l a  u t i l i z a c i b n  de MFbl permit id  d i fe -  
renc i a r  10s s istemas de transporte, ya que fue capaz de 
generar, a i t e rna t  ivamente, est i m u l  aciones o inh ib i c  iones 
sobre 1 a entrada de 1-leucina, s i n  afectar l a  r e t p  i raci6n 
cel  ul ar. Estos hechos, comparados con i o s  obten idos con 
NEM sug ieren l a  p a r t  ic ipaci6n, en forma d i recta o ind i res 
t a ,  de d i s t i n t o s  grupos sensibles a 10s react ivos de gru- 
pos t io les  que pueden ha1 larse en entornos de d i s t  inta 
acces i b i 1 idad y por I o tanto, reacc ionar e f  icazmente con 
determinados react ivos que sea" capaces de alcanzar esos 
entornos. 
La comparacidn de los resuitados obtenidos con NFH 
entre' cdl ul  as enteras y protopl astos, muestra que 10s 
I igados de las pr  imeras no resu l tan  afectados y l as trans- 
l ocac i ones son menos sens i bl es que en protopl astos. Esto 
permi te  suger ir que 10s grupos sensibles no se pierden al 
l l eva r  a cabo l a  digesti6n de la pared ce iu la r ,  tal cual 
se C O ~ C I U ~ ~  por e l  estudio de l a  accidn de la NEM. 
Mas abn, e s  posible considerar que la presencia de l a  
pared celuiar y e l  espacio peripiasmatico podrfan r e s u l -  
ter un imped imento para el. acceso de I o s  reac t  ivos a su 
s i t  io de acc i6n, AdemSs, en l os protopl astos, l a mernbrana 
c i topl  asrn6t ica se ha1 ia expuesta al medio de reaccidn y 
por l o  t an to ,  un react ivo corn 1 a NFM, accedera fdc i lmente 
a en5ornos h idrofdbicos para reaccionar con los  grupos 
sensibles a1 I 1 local izados, 
Otro hecho experimental que . s u s t e n t a  l a pos ibie inde- 
pendent i a  de 10s s isternas de transporte, prec isamente 1 a 
e tapa  del l igado, surge del efe&o inh ib i t a r  i o  observado 
con el FHA. Este r e a c t  ivo permite discr iminar e n t r e  arnbos 
sistemas, ya que es posible observar, en ambas cepas, l a  
inhibicidn dcl l igado def sistema S2 sin  a fec t a r  af sistz  
ma S I .  Asisismo, l a  respivacibn celular fue insensible a 
l a presenc i a  del FMA en 1 as condic iones exper imentales 
ensayadas. 
Existe suficiente evidencia experimental que indica 
que I a organ iracidn molecular de l as membranas es as ime- 
t r i c a .  La disponibil idad de un react ivo para grupos tio- 
t es, incapaz de at ravesar  I a mmbrana c itopl asmdt ica, re- 
s u  l t a  una herram ienta t i t  i f para i nvest i gar l a o r  ientac i 6n 
de ios grupos sens ib les  a estos react ivos. Mediante el 
empleo de GShtAL 1 en ensayos de entrada de C-leucina, se- 
r fa pos i bie  d e t e c t a r  l a presenc i a  de grupos' t io f  es or  ien-  
tados hacia la cara externa de la nernbrana celular invo- 
lucrados en e l  mecanismo de incorporaci6n de es te  aninoaci 
do. Los resuttados obten idos con este react ivo perm i ten  
cons'iderar que estos grupos, s e n s  ib les a l as ma1 e imidas, 
no se encuentran expuestos hacia e l  ex te r io r  de l a  ct?l ula, 
ya que en n inguna de las cond icones experimentales emplea- 
das se detectaron m o d i f i ~ a c i o ~ e s  de f a  entrada del minod-  
cido. 
Por l o  tanto, y cons iderando 10s resultados previos 
de Ramos y colaboradores f 1983). que indican que 10s grupos 
tioles-NEM react ivos no se ha l lan local izados en ef s i t i o  
ac t i vo  del transportador, las evidencias experimentales 
presentadas en esta tes i s  sug ;eren que algunos efectos in- 
h i b i t o r  ios sobre l a  entrada de L-teucina podrlan. imp1 icar 
mecanisnos aciicionales a la interacci6n d i recta de 10s 
react ivos con el transportador. En este contexto parece 
razonable asumir que l a  inh ib ic ib*  involucra l a  inactiva- 
c i6n de procesos metabdl icos que favorczcan l a incorpora- 
c idn  del  arninodcido. Asimismo es posible considepar la 
exis tenc ia  de d i s t i n t os  grupos sensibies, que si bien no 
se he1 Ian local  izados en e l  sit i o  activo del transporta- 
dor, a f  reaccionar con . los d is t  in tos react  ivos serfan ca- 
paces de induc i r en dste a l gdn t i po de camb io que mod if i - 
cartan su funcionamiento. 
La acidificacidn del medio extracelutar, I w g o  de l a  
adic idn de determ inados sustratos a suspens iones de ieva- 
duras, ha sido observada durante ddcadas, aunque l a  raz6n 
de esa a c i d i f  icaci6n permanecfa s i n  esclarecerse. Fue re-  
i acionado con l a  produccidn y extrus i6n de metaboi i t o s  
Bcidos in t race lu leres con e l  objeto de el iminar el exceso 
de acidez del  i n t e r i o r  de l a  c6lula. Tambien se propuso 
que d icho proceso representaria una capacidad de amort iguar 
el rned io externo, que en c i e r to  modo guardarfa s i m  i l i tud 
con l a  homeostasis de 10s organ ismos super iores. hias re- 
cientemente fue asociada con el t r anspoc te  act ivo secund2 
r i o  de s u s t r a t o s  t a l e s  como glticidos, amino6cidos o puri- 
nas, a expensas de l a energta aimacenada en el gradiente 
electroqufmico de protones generado a t rav6s de l a  rnembr2 
na citoplasmdtica. . - 
Se ha propuesto que l.a H + - A T P ~ ~ ~  de memhrana oi topi  as 
m a t  ica e s t d  Znt imamente invol ucrada en l a  creacidn de di- 
cho grad i e n t e  (Scarborough, 1977; Serrano, 1978; Van Den 
Broeck y co t ,  1952; D e  l a  Pefia y col, 1952), La activided 
de esa enzima depende dei contenido de ATP inkrace1 u ia r  y 
presenta a l t a  especi f ic idad para dicho sus t r a to , . r equ ie re  
2+ c a t  ;ones d ivaI  e n t e s  (big ), su pH dpt imo es 5 , 6 - ~ , 7  y es 
act i vada revers i b l emente  por D-g I ucosa,. inod i f i cando s u  pH 
6 p t  imo a 6-7 por un mecanismo que adn no ha sido def i n i t i  
vamente acl arado (Serrano, 1983). . 
E s  posibie proponer que el t r anspor te  act ivo de L - t e i  
c ina se I leva a cabo a expensas de l  grad iente de protones, 
de acuerdo con I a h ipdtes is  qu i m  iosmdt ica (ht i t c h e l  I ,  1963) 
como l a fuerra. .protanmotr i z impul  sora  de l . transporte,  me-  
diante un mecanisno de cotransporte protbn-eminodcido 
(Seaston y co I .  1973). 
Cabe entonces esperar  que al ' teraciones en dicho gra- 
diente afectardn l a capac idad t rensportadora de I a eel ul a 
y .por lo tanto, 1 a med ida de este potenc i a l  representar  l a  
un val ioso apor te  para l a  sustentacidn de e s t a  idea. Con 
tal f in, se 1 fevaron a cabo 10s ensayos dest inado$ a esta 
- 
blecer  l a  nagnitud de dicho gradiente y las modificaciones 
a l  canzadas, en l as condic iones exper inrentales empl eadas en 
-. 
el estudio de la inc0rporaci6~ de L-leucina, 
A part ir de fa d i ~ t r i b u c i 6 ~  intra-extracelular de 4 c i  
dos dtSb i les fue pus ible eval uar sf pH intracel ular ( ~ o t e n -  
berg, 1979), a part ir del cual se determind el A p ~  coma 
la diferencia e n t r e  6 s t e . y  el pH dei medio de incubacibn. 
El objet ivo fue establecer una correlacibn entre l as 
variaciones de la entrada de L-leucina, observadas en las 
d ist intas cond ic iones metabtSl'icas, y un pardmetro..del gra- 
d iente electroqufmico de protones, De acuevdo con d i s t  in- 
. . 
tos autores ( ~ e  la Pefia y col, 1982; Van den Broeck y col, 
1982) a pH 4,5 e l  gradiente..de pH septa el  componente pr i~ 
cipal del Amf y por lo tanto su medida refiejarfa, en 
forma aprop iada, var iac iones produc i das a n ive f del poten- 
cia1 de membrana, . - .  
La determ inacidn del pH y del A pH, por la tbcnica 
empleada, cieben ser considecadas como aproximaciones raro- 
nab I es mas que como determ inac iones. .abso I utas, ya que esu- 
mimos como v4l ido que: a) la constante de disociacidn del 
dc ido es idBnt ica dentro y fuera de I a cef ul a; b) el. agua 
intraceiular en su total idad resulta disponible para l a  
soiubilitaci6n del dcido, y a partir de ella calculamos su 
concentracidn intracelufar; c) el ApH ~epresenta la di- 
ferencia de valores de pH entre el pH intracelular calcu- 
lado y e i  pH de la solucidn de trabajo que resulta prefi- 
jado por el amort iguador. 
. No obstante,  10s valores obtenidos resultan coinci- 
dentes  con ios pub! icados recientemente y en los cuaies se 
llevaron a cabo medidas de pH intracelular y perfiles de 
pH transmernbrana pur n icroscop fa  de f I uorescenc ia  (S I av ik 
y Kotyk, 1934) y por distribucidn de dimetiloxazol idina 
o ruptura de c6 l ul as por conge l am iento y desconge l am iento 
rap ido (Van Den Broeck y co I ,  1982) 
Las determ i nac iones presentadas perm iten establ ecer 
inequlvocas re1 eciones entre el pH, e l  estado metabdl ico 
c e i u l a r  y la entrada de L-leucina en ievaburas, organism0 
sobre el cual l a  informa'ci6" disponible hasta el presente 
en este campo resulta escasa. 
De acuerdo con ios resultados obtenidos, el dcido ben- 
zo ico, en un ampfio rango de concentrac iones, perm ite eva- 
luar el pH celular. En contraste, el dcido propidnico serfa 
rep idamente metabol irada por la cei ul  a (Ramos y col . 1969) 
y en consecuencia su'kmpieo para esta determinacidn no re- 
, 
suits apropiado, 
El  equil ibrio de dt~tribuci6~ del dcido bentoico en 
cel ul as ayunadas, permit id establecer un valor de pH intra -
eel ul ar .y consecuentemente un A p ~ .  Estos vat ores resul ta- 
ron sianificativamente incrementados por: a) e f  agregado 
de D-gi ucosa o etanol a1 medio de incubecibn; b) I a pre in- 
cubacic5n de las celulas con estos sustratos. En estas con- 
d i c i ones se -determ inaron despi azam ientos de l equ i l i br io de 
distr ibuci6n de acuerdo con las var iaciones det estado me- 
tabdl ico cel ular. El incremento del A p~ se puede correla- 
c ionar, en Forma i nmedi ata, con l as var iac i ones observadas 
en la incorporacidn de L-leucina. En cdlulas ayunadas, el 
grad iente ex istente resulta insuf iciente para l Ievar a ca- 
bo una act iva i ncorporac i6n de am ino6c idos y por I o tanto 
la velocidad de entrada del mistno resulta baja, El .agregaw 
do de un sustrato metabol izable, .genera un increment0 s ig 
n if icat ivo de l grad iente de potenc i a I ,  creando una fuerza 
impulsora para el transporte y produce un sustanc i a i  aumes 
to de la velocidad de incorporaci6n. 
Paralelamente, el A p ~  establecido en c6!ules preincz 
badas, r e s u l t 6  de igual magnitud que e l  alcanzado por e l  
agregado del sust ra to  el medio de ensayo, esto determina 
que l a  velocidad de incorporacidn de L-leucina sea var ias 
veces mayor que en c6l u 1 as ayunadas. 
A l  anal izar  10s resul tados obtenidos con cdlulas de 
I a cepa s i i vcstre, queda establecido que 10s dos sust ra tos  
ensayados como fuente de energ la, resu l  t a n  igualmente ef i- 
c ien tes  para incrementar el A p ~ ,  e l  p~ intracelular  atcaB 
za valores andfogos y e l  t iempo requer ido para dicho i nc rz  
mento es s im i la r .  No obstante, en 10s ensayos de incorpors 
c i 6n  de L-leuc ino se detern in6 que f as cBl ul as pre incubadas 
con D-9lucosa presentan mayor capacidad que !as preincuba- 
das con etanol para 1 levar  a cab0 l a  incorporacidn dei ami 
nobc i do. Y a que en estos casos 1 os va lo res  de A pH no pre- 
sentan d i ferenc ias, es pos ib te  cons iderar  que 1 a D-gi ucosa 
ser fa  capaz de poner en marcha algdn o t r o  mecenismo que i e  
perm i t e  a 1 a cdl ui  a, I levar  a cab0 una incorporac idn mbs 
e f  i c i en te  del aminodcido s i n  e s t a r  involucrado e l  APH, y 
sugiere que l a  incorporacidn de L-leucina no r e s u l t a  regu- 
l ada excl  us ivamente por  e l  erad iente de protones, 
Adem5s en cd lu las  preincubadas es posible est imular  l a  
incorporacidn del amino6cido por  e l  agregado de sust ra tos  
metaboi izabies a l  medio de incubacidn lo que tampoco provo 
- 
ca variaci 'oncs en e l  A p ~  y pone en evidencia l a  ex is tenc ia  
de algdn o t r o  proceso generado par l a  metabol iracidn "in 
s i t u "  de l a s  fuentes de energfa, 
Con cc?lulas de l a  cepa mutante JB64 tarnbidn se v e r i f i  
c6 que el etanol es capaz de establecer un incremento de 
i o s  vaiores de pH i n t race lu ia r ,  andlogo a l  producido por 
I a D-g t ucosa, no obstante, este proceso se I leva a cabo en 
forma m Q s  l en tas  Esta observacidn demuest~a que para 
S e n e r n r  un aumento dei gsadiente de protoncs es necesaria 
la rnetabol izacidn del sustrato. A travOs de su ntetaboi iza- 
c idn  proveerta e l  ATP requerido por l a  i l + - ~ ~ ~ e s a  de memo 
brana c i t o p l  asm6t ica para I I evar e cab0 un bombeo act i vo  
de protones hacia el e x t e r i o r  de l a  c6iu la .  En es ta  cepa 
mutante, I n  D-~lucosa es capaz de proveer e l  ATP a t ravds  
de l a  v l a  glucol i t i ca ,  pero el etanol s61o podrd proveer 
ATP ai citopl asrna e n  forma cestr i ns  ida como consecuenc i a  
de su def i c ienc i  a en e I t ranslocador ATP/ADP m i tocondr i a f  , 
por l o  tsnto, el increment0 del Api-l se ~ r o d u c e  lentamen -
te, As i m  ismo, esta observacibn g k r m  i t e  just if i car I a pa- 
bre o nula est imulacibn de l a  incorporecidn de.- l - let lc ina 
m e d i  ada For el etanol, e n  esta cepa ,  durante in terva l05 
de t iempo i n fe r i o res  a d i e z  minutes, y l a  apar ic idn de e= 
tos efectos  en i a s  c6lufas que han sido preincubadas du- 
ran te  qu i nce rn i n u t o s  con etano l , En este interval o, su 
lenta ox idac idn perm i t e  establecer el grad iente a expensas 
do! cual se r e a l  iza l a  entrada del aminodcido. 
Se ha comentado que Ia accidn inh i b i t o r i a  sobre la 
entrada de L-ieucina producida por el DNP, r e s u l t a  una 
consecuencia dc! desacopie de la f o s f o r i l a c i 6 n  ox ida t i va  
a n i v e l  mi tocondr ia l  y por e l  colapso dei gradiente de pH 
denembrena c i t o p l  asmeit ica. Su u t  i I izac idn en el estudio 
de f pH perm it i6 corroborar esta OI t i m a  a f  i rmac ibn, ya 
que et agregado de DNP a c4 l ul as pre i ncubadas mostr6 un 
rap ido descenso del A p ~ ,  que de a c u e r d o  c o n  l o  expuesto 
anter iormente, just i f  i ca la inh i b i c  i6n observada sobre e l  
t ranspor te ,  
Paral e i  mente, resul tados presentados sobre el efecto 
inh i b idor de react i vos de grupos t io  I es sobre 1 a ATPasa 
de menbrana c itopl asmdt i ca  de levaduras S.cerev i s  iae 
(Serrano,  197s) s u g i r  ieron e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de  l a  NEM 
sobre  el A pH. 
Las exper ienc ias  l levadas  a cab0 es tab lec ie ron  que ez 
t e  r e a c t i v o  e n  a l t a s  concentraciones ( I  m ~ )  provoca un 
descenso del pH in t race i  ul ar que se corresponde con una 
ca Zda de l a d ispon i b i l idad de energfa necesar ia para el 
mantenimiento del gradiente  y l a  i nh ib ic ibn  de l a  enz.ima 
responsable  de su ~ e n e r a c i & ,  ya que  en e s t a s  cond iciones 
el r e a c t  ivo e s  capaz de inhib ir e l  eff  ujo de protones (C. 
Stef 1 a conun icaci 6n personal ). Este efecto perm i t e  cons i -  
d e r a r  o t r a  pos ib le  causa i n d i r e c t a  de la acci6n inhibito- 
r i a  de este  t i p o  dc r e a c t  ivos sobre el proceso de t r a n s -  
porte .  No obs tan te  no desca r t a  l a  eventual acci6n d i r e c t a  
sobre ].as e n t  i dades t ranspor tadores ,  y a  que concentrac io- 
nes menores de tiEM no produjeron mod i f  icac iones de l a pH. 
E s  conven iente  a c l a r a r  que el proceso en eskudio taz 
b i6n depende del potenc i al electr ico transmembrena, AY, 
( ~ a s ~ e r s  y Van Steven inck, 1977). 
4- 
Este cornponerite del am ~ e s u l t a  difloil de medir 
en fevaduras en forma apropiada, el pequeiio tamafio de l a s  
c d l u l a s  iwide el ernpteo de aretodos directos como'ei uso 
de microelectrodos; por o t r o  I ado el empleo de c a t  iones 
l i p o f  f l icos, como el t e t r a f e n  i l fosfon io, han aportado re- 
sul tadados muy contrad i c t o r  ios, que han imped i do e x t r a e r  
concl us iones def i n  i t  i vas, No obstante ,  debemos cons iderar 
que algunos r e a c t  ivos, como es e l  caso de 10s protondforos 
ceusan descensos de l os va lo res  de n p ~  y el &f puede no 
resu l  t a r  afectado,  e s t o  ind ice que probablemnte para coz 
pensat I a despo 1 ar i zac i 6n causada por el inf l u j a  de proto- 
nes, sea ex t ru ldo  o t r o  i6n, presuniblemente potas io ,  y a 
+ 
expensas  de ese AY, component= menor del n,uH a pH 4,5, 
se i leve a cabo una entrada de L-leucina a baja velocidad, 
CONCL US 1 ONES 
I .  Las c6l ul as de S.cerevisiae son capaces de incorporar 
L-leucina. La metabolizaci6n de sustratos generadores 
de encrgia, ya sea en forma previa, c6 lu las  energira- 
das, o sinul t6nea con e l  proceso de incorporacibn, p r o  
duce una sustancial  est imufaci6n dc l a  incorporacidn 
y pone de man i f i esto su capac idad concentrat i vs  de a l -  
t a  e f  ic iencia,  
2. E l  d e f i c i t  n i t ocond r i a l  de la cepa JB64 impide una aprg 
p iada rnetebo 1 izacidn del etanol, por  i o que no se obser- 
va estfmulo sobre l a  entrada de L-leucina en esta cepa 
por  su consumo en forma simult6nea. La capacidad de es- 
t e  sust ra to  para est imul a r  f a i ncorporac i6n de L- l euc i- 
na se pone cl  aramente en evidenc i a  en J a cepa s i  l ves t re  
JB65. 
3. E n  l a  entrada de L-leucina se dist inguen dos etapas, una de 
I igado y otra de t ransfocaci6n del amino4cido a travCs 
de l a  bar rera  de permeab i I idad. La p r  imera etapa s6l o es 
estimutada por  l a  preincubacidn de l as  cdlulas con D-glu- 
cosa, en cambio l a  t ranslocaci6n se increments con D-giu- 
cosa o etanol. 
4. E l  anal i s i s  c i n e t i c o  de l a  translocacibn,en l a s  dos cepas 
estud iadas, muestra 1 a ex is tenc i a de dos s istemas c in& i -  
camente caracter  i zados como s istema SI , de al t a  a f  i n  idad 
y baja  velocidad rn6xima, y sistema S2, de ba ja  a f i n i dad  
y a l t a  velocidad mdxirna. 
5. La energ i tac idn de las cdl ulas de ambas cepas, por pre ic 
cubacidn c o n  0-glucosa o etano!, produce un incremento 
de l as velocidades mdximas, s i n  afectar s i g n i f  icat  i v a m e ~  
t e  l a s  constantes de afinidad. 
6. E l  andl i s i s  dei I igado do L-leucina a l a s  cdlulas tam- 
bien indica l a  existencia de dos sistemas, que operan en 
el rango do concentraciones de 10s sistemas transloca- 
dores y denominados, por extensidn, sistema SI y siste- 
ma S2. 
7. La energizacidn con 0-giucosa produce un incremento del 
nBmero de s i t i o s  de l igado del sistema S1 que.no se ve- 
r i f i c a  por preincubacidn con etanol. 
8. f o r  digest i6n de la pared celutar es posible obtener  
protopl  astos de ievaduras capaces de l levar a cabo l a  
incorporacidn concentrat iva de t-l euc ina. En dstos se 
evidenc ian i as etapas de l igadd' y transtocacidn y es p~ 
s i b l e  real izar sobre ellas un estudio cindt ico. 
9 .  En protopi  astos tamb idn se observa el func ionam iento 
de dos s istemas de translocac idn cuyos pardmetros c in&- 
t i c o s  son sirnilares a 10s deteminados en cdlulas ente- 
ras. E s t o  p e r m  i t e  cons iderar que l as ent idades responss 
bles de este proceso se h a l l a n  lntimamente asociadas a 
I a membrana c i t o p  1 asm&t ica. 
10. En el l i s a d o  se v e r i f i c a  l a  persistencia de los dos 
sistemas def inidos en ct?l ul as enteras, aunque I a re1 at iva 
. " 
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pdrdida de af in idad del sistema Si permite considerar 
la pa r t i c i pac idn  de algan elemento no esencial de l a  
pared c e i u l a r  o del espacio periplasm6tico. 
No obstante, 10s s i t i o s  de I igado se ha1 Ian f n t  imanen -
te asociados a l a membrana c i t o p i  asm&t ica, ya que su 
ndmero no di f iere sign i f  i ca t  ivamente ent re  c6l ul as ea 
t e r a s  y protop l  astos, 
I I E l  empleo de reac t  ivos de Srupos t i o les  pern ite es tab lz  
cer  l a  presencia de d i s t i n t o s  s i t i o s  sensibles en corn- 
ponentes del sistema de t ransporte de L-leucina* Estos 
s i t  ios no se p ierden a l  transformar l a s  c6lulas en pro- 
top1 astos y pern i t e n  establecer d i fe renc ias en t re  los 
dos s i s temas  c i ndt icamente caracter i zados y entre l as 
etapas de i igado y t ranslocacibn. Asimismo, l a  f a f t a  de 
efectos dc un r eac t i vo  no penetrantel indica que los s i -  
t ios sensibles no se hallan orientadus hacia Ia supe r f i  
cie externa de l a  barrera de permeabiiidad. 
E l  estud io  de l a  d i s t r  ibuci6n int ra-extracel  ui ar  de d c i  
do benzo ico perm ite determinap e l  valor be pH intracef u- 
lap,  y a p a r t i r  de Bste el ApHw f a n t o  l a  preincubacidn 
como e l  consumo simultdneo de sustratos generadores de 
energfa producen incrementos del ApH, que se cor re l  ac io - 
nan con los efectos  producidos por estos sustratos sobre 
l a  incorporacidn de L-leucina. Por lo tanto, es pos ib le  
cons iderar  que el grad iente de concentrac idn de protones, 
a t ravds  de !a membrana c i topl  asmat ica, como pa r te  del 
A y  +, const i tuye una fuerza irnpulsora del transporte H 
de L-leucina en estas c6luias. 
1 3. La metabo l i zac i6n de l os sustratos energet icos provee- 
+ 
r f a n  e i  ATP requerido por  l a  H ATPasa de rnembrana c i t o  -
p I asm6t ica, para rea l  i zar un bornbeo act  i vo de protones 
hacia e l  e x t e r i o r  de i a  c6 lu Ia  y establecer 10s incre- 
mentos de A pH. En l a  cepa mutante 3864 l a metabol iza -
ciCin de l e  glucosa por  l a  v fa  g lucol  f t i c a  es capaz de 
proveer el ATP requer ido, rn ientras que el etanol s 6 f o  
podre proveer 1 o en forma r e s t r  i ng ida como consecuenc i a 
de I a def ic ienc i a  en el t ranslocador ATP/ADP mitocon- 
d r  i a l , For I o tanto, e l  i ncremento de l A pH se produce 
lentamente y en consecuencia l a  est inuIaci6n de l a  in- 
corporacidn de L-leucina es escasa o nula por e l  consu- 
mo simult6neo de etano!, durante 10s primeros minutos de 
incubacidn y se aprecia en forma s i g n i f  i ca t  iva en c6l U- 
l as pre i ncubadas. 
14. la m 0 d i f i c a c i 6 ~  del equi! ibrio  de d i s t r i b u c i 6 n  del Sci- 
do benzo ico, produc ida por e l  protondforo 2,4-d i n  i t r o f e -  
nol, perm ite cons iderar  que su efec to  inh i b i t o r  i o  sobre 
l a incorporaci6n de L- l  eucina se pruduce como consecuefi 
c i a  del cot apso dei A p H  de mernbrana c i t op f  asmdt ica. 
1 5. La mayor vel oc idad de incorporac i5n observada por  pre il 
cubac idn de i as c t l  ul as con D-91 ucosa, respecto de l a  
pre incubac idn con etanol y e l  e fec to  de aquel l a  sobre 
l os val ores det f igado no se pueden a t r  ibu ir a d i feren- 
t 
c ias en e i  A p ~  ya que ambos sustratos produce" iden- 
t i c o s  incrementos sabre este par6rnetr-o; por l o  t an t%es  
pas ib le  cons iderar aigdn o t r o  e fec to  de l a  0-91 ucosa so -
bre e t t ranspor te  de L- l  euc ina, ademBs de su u t  i l izac idn 
como Fuente  de energfa. 

E l  estudio dc 1 a incorporacidn de t - leucina en levaduras 
S.cerevis iae, cepas s i l vest re  JB65 y nutante def ic iente en 
el translocador ATP/ADP m itocondr i a l  JB64, perm it i d  esta- 
blecer que l a  rnetabolizacidn de sustratos generadores de 
. energla son capaces de estimular el proceso de incorpora- 
c idn del amino&cido. As im ismo ,  en c6luIas energizadas por 
p re  incubacidn con 0-gl ucosa o etanoi, l a incorporacidn de 
L-ieucina es signif icat ivamente mayor que en cOlulas ayuna 
-
das, y resul  t a  inh i b  ida por e I proton6foro 2.4-d in  i t r o fe -  
En l a  medida de l a  entrada del aminodcido a l a  d l u l a  
se d i s t  ingoen dos otapas, una de I igsdo y o t r a  de t ranslo-  
cac id" a travds  de l a  barrera de permeab i l idad, 
E l  estudio c indt ico de l a  t ranslocacidn sefiala l a  ex is  
- 
tenc ia  de dos sistemas definidos como sistemas SI, de a l t a  
af inidad y baja velocidad mbxima, y sistema S2, de baja a- 
fin idad y a l t a  vel ocidad rniixima. Como respuesta a la  ener- 
g izscidn se produce un ineremento en l as vel ocidades m8x i- 
mas, s i n  vet- i f  icarse var iaciones en l as constantes de af ini- 
dad. En l a  etapa de I igado se determind l a  existencia de 
dos pobtaciones de s i t  ios de unidnl que operan en e l  rango 
de concentraciones de ios  sistenas de translocacidn y se 
def inieron, por  extensidn, SI y S2. La energizacidn por 
pre incubac i6n con D-g l ucosa produce un i ncremento de l n6mz 
r o  de s i t i o s  de unidn en e l  sistema Si  (?dl)* 
Por d igest idn enzimStica de l a  pared celular: se obtu- 
v ieron protopl  astos de ievadura de ias dos cepas en estudio, 
ver i f icdndose su capac idad para l i evar a cabo l a incorpora 
c idn  de L-leueina, En protoplastos se establecid l a  exis- 
tenc ia  de 10s dos sisteeas de translocaci6n y de l i g a d o d ~  
f i n  idos en c6l  u l  as enteras. La wmparacidn de los par8metros 
c i n6t i cos ca I cu l ados en protop i astos, c o n  l os ca l cul ados en 
c6l u las  enteras, sug ieren que 10s componentes esenc i a l es  p= 
r a  e i  I igado y l a  t ranslocacidn que determ inan 10s valores 
de d ichos pardmetros, se ha1 la "  Intimamente asociados a f a  
rnembrana c i t o p l  asmdt ica; no se p ierden a1 I l evar a cabo l a 
d iges t i dn  de l a  pared ce lu lar .  
Por o t r o  l ado, e l  estud io  de 10s e fec tos  de reac t  ivos 
de grupos t i o l e s  sobre l a  entrada de L-leucina en c6 lu las  
enteras  y protopl astos, perm it i6 establecer i a part ic ipa- 
ci6n de d i s t  intos grupos sensibles a estos compuestos, diz 
t ingu ibndose, por  su respuesta d i fe renc i a l  , l as etapas de 
l igado y t ranslocacidn de 10s dos s isternas. No se detecta- 
r on  s i t i o s  sensibles orientados hacia e l  medio externo y 
mediante el empleo de reac t i vos  capaces de p e n e t ~ a r  a t r a -  
v6s de t a bar rera  de permeab i l idad se observaron e s t  imul a- 
ciones e inh ib ic iones de la incorporacidn de L-leucina* En 
al gunos casos, 10s efectos  inh i b i t o r  ios se re1 acioneron 
con un d 4 f i c i t  en e l  aporte energ4tico ya que se v e r i f i c a -  
ron inh ib ic iones de la resp i rac idn  celular, concornitantes 
con l a  i nh ib i c i bn  de i a  entrada del aminoAcido. 
finalmente, se evalud el  gradiente de pH de membrana 
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etanol  y l a  0-glucosa y e l  efecto inhibitorio del 2,4-dini 
trofeno1, r eac t  ivo que produjo un cof apso & dicho gredieE 
te .  
Espacio ext racelu lar 
--------- 
I -\ 
H+ I BzH Bz-+ EtOH L-leucina 
Espacio int raceluiar 
-+ i n c o r ~ o ~ a c  ibn de L- l  euc ina; - J ncorporac idn de 
dc ido benzo ico ( BzH); -.-.- lncorporac i6n de D-91 ucosa 
( ~ l c ) ;  . . . . - -  I ncorporac i6n de etano l ( E ~ O H )  ; -, -r   eta 
bol izaci6n in t racc lu lar ;  Grupos tioles; 0 Translocador 
ATP/ADP m itocondr ial ; Kd: Constan 
do; KT: Constante  de afinided de trans1 
tocondr ia; RIoCo : Membrena c itopl a 
periptasmbtico; P,Co: Pared ce lu l  
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